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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Der Transkriptionsfaktor NF-kB

Der Transkriptionsfaktor NF-kB wurde 1986 in B-Zellen als ein Protein mit hoher
konstitutiver Aktivitat entdeckt, das an ein spezifisches Sequenzmotiv (kB) im Enhancer der
Gene fir die leichte Kette k der Immunglobuline bindet (Sen und Baltimore, 1986). NF-kB
wird im Organismus ubiquitar exprimiert und ist konserviert von Drosophila bis zum
Menschen. In den meisten Zellen und Geweben wird NF-kB im Cytoplasma durch
Wechselwirkung mit inhibitorischen IkB-Proteinen in einem inaktiven Zustand gehalten.

Der Transkriptionsfaktor spielt eine wichtige Rolle im Immunsystem und bei
inflammatorischen Reaktionen. Darlber hinaus ist NF-kB an einer Reihe von zelluldren
Prozessen beteiligt, wie Zelladh&sion, Wachstumskontrolle, Differenzierung und Apoptose
(zusammengefasst in Verma et al., 1995; Baldwin, 1996; Karin und Ben-Neriah, 2000). Da
eine Vielzahl der unterschiedlichsten Zellstress induzierenden Substanzen zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors fihrt, wird NF-kB als ein zentraler Regulator der Stressantwort
gesehen (Mercurio und Manning, 1999; Pahl, 1999). Eine Fehlregulation des NF-kB-
Signalweges korreliert mit schwerwiegenden Erkrankungen wie chronischen Entziindungen
und Krebs (zusammengefasst in Aradhya und Nelson, 2001; Yamamoto und Gaynor, 2001).

1.1.1 NF-kB/Rel-Proteine

NF-kB ist ein dimerer Transkriptionsfaktor, dessen Untereinheiten aus Proteinen der Rel-
Familie bestehen. In Sdugetieren sind funf NF-kB/Rel-Proteine bekannt: p50/NF-kB1 (p105),
p52/NF-kB2 (p100), p65 (RelA), RelB und c-Rel. Sie besitzen eine 300 Aminosauren
umfassende konservierte Rel-Homologiedoméne (RHD), die eine Sequenzhomologie zu v-
Rel, dem transformierenden Protein des Retikuloendotheliosis-Virus, aufweist (Stephens et
al., 1983). Die Rel-Homologiedomane ist verantwortlich fir die Dimerisierung, die DNA-
Bindung, die Wechselwirkung mit IkB-Proteinen und die Kernlokalisation. Nur p65, RelB
und c-Rel haben in ihrem C-terminalen Teil Transaktivierungsdoménen. P50 und p52 werden
aus den Vorlauferproteinen p105 und pl00 gebildet. Beide Vorléuferproteine enthalten in
ihrer C-terminalen Halfte sieben Ankyrin-Wiederholungen. Diese etwa 30 Aminosduren
umfassenden Motive maskieren die Kernlokalisationssequenz der RHD und bewirken eine
Zuruckhaltung der Proteine im Cytoplasma. Nach proteolytischer Abspaltung der Ankyrin-
Wiederholungen durch das 26S-Proteasom entstehen p50 und p52 (Palombella et al.,1994;
zusammengefasst in Baldwin, 1996; Karin und Ben-Neriah, 2000).
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p65 RHD TD
RelB |LZ RHD D
c-Rel RHD D

0100/p52 RHD Yooooooo |
0105/p50 RHD YV ooocoooo
KB ss JOOOOQ
KB ss QOO OO
IKBE ss QOO QOO
Bcl-3 VOO QLU

N
Ankyrin-Wiederholungen

Abbildung 1: NF-kB/Rel- und IKB-Proteine (verandert nach Karin und Ben-Neriah, 2000). LZ: Leucin-Zipper,
RHD: Rel-Homologiedoméne, TD: Transaktivierungsdomane, SS: SS steht fir die beiden Serine in der N-
terminalen Region von IkBa, IKBPB und IkBeg, die durch den IkB-Kinasekomplex (IKK) phosphoryliert werden
(vgl. 1.1.3 und Abb. 2). P50 und p52 entstehen aus ihren Vorlauferproteinen p105 und p100 durch limitierte
Proteolyse durch das 26S-Proteasom. Die Schnittstellen sind schematisch durch einen schwarzen Pfeil markiert.
Nicht dargestellt ist IkBy, das der C-terminalen Domé&ne von p105 entspricht.

Die NF-kB/Rel-Proteine konnen eine Reihe verschiedener Homo- und Heterodimer-
Kombinationen ausbilden, die eine unterschiedliche Bindungsaffinitdit zu den NF-kB-
Erkennungsmotiven (kB-Stellen) in den Promotoren der von NF-kB regulierten Gene
aufweisen. Die kB-Stellen haben die Konsensussequenz GGGRNNYYCC, wobei R fiir ein
Purin, Y flr ein Pyrimidin und N fiir eine beliebige Base steht. Da p50- und p52-Homodimere
keine Transaktivierungsdomane besitzen, wirken diese Dimer-Kombinationen entweder als
Transkriptionsrepressoren oder mussen andere, transaktivierende Bindungspartner rekrutieren
(Chen und Ghosh, 1999; Karin und Ben-Neriah, 2000). Die Rontgenstrukturanalyse
verschiedener an DNA gebundener NF-kB-Dimere hat aufgedeckt, dass die beiden
Untereinheiten die DNA in der Form von Schmetterlingsfligeln umschlieBen. Jede
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Untereinheit ist in zwei Immunglobulin-dahnliche Domadanen gefaltet, von denen die N-
terminale fur die spezifische DNA-Bindung verantwortlich ist, wahrend die C-terminale
hauptsachlich die Dimerisierung bewirkt (Ghosh et al., 1995; Mdller et al., 1995; Chen, F. E.
et al., 1998; Chen, Y. Q. et al., 1998). Die NF-kB/Rel-Proteine variieren nicht nur in ihrer
DNA-Bindungsaffinitat, je nachdem welches Dimer vorliegt, sondern sie werden in
verschiedenen Geweben auch unterschiedlich exprimiert. Dies ermdglicht eine differenzierte
zell- und gewebsspezifische Regulation der NF-kB responsiven Gene. Die am weitesten
verbreitete und am hdufigsten gefundene Kombination ist das p50/p65-Heterodimer
(zusammengefasst in  Baldwin 1996; Chen und Ghosh, 1999; Karin und Ben-Neriah, 2000).
Weitere Komplexitét erfahrt die Regulation der NF-kB-Aktivitat durch die Wechselwirkung
des Transkriptionsfaktors mit IkB-Proteinen.

1.1.2 IkB-Proteine

Zur IkB-Familie in S&ugetieren gehoren IkBa, IkB(, IkBy, IkBg, Bcl-3 sowie die
Vorlauferproteine von p50 und p52, p105 und p100. Sie zeichnen sich durch den Besitz von
sechs oder sieben Ankyrin-Wiederholungen aus. IkB-Proteine binden im Cytoplasma an NF-
kKB, wodurch die Kernlokalisationssequenz der Rel-Proteine verdeckt wird und der
Transkriptionsfaktor in einem inaktiven Zustand gehalten wird. Fur die Inhibition von NF-kB
sind hauptsachlich IkBa, IKBf3 und IkBe von Bedeutung, die mit dem NF-kB-Dimer unter
Ausbildung eines terndren Komplexes wechselwirken. Sie haben eine N-terminale Domane,
uber die der Abbau der IkB-Proteine nach NF-kB aktivierenden Stimuli durch das 26S-
Proteasom reguliert wird. Dies hat die Freisetzung, die Translokation in den Zellkern und
somit die Aktivierung von NF-kB zur Folge (zusammengefasst in Baldwin, 1996; Karin und
Ben-Neriah, 2000).

IKBa ist das am langsten bekannte und das am besten charakterisierte IkB-Protein (Ghosh
und Baltimore, 1990; Zabel und Baeuerle, 1990; Davis et al., 1991; Haskill et al., 1991). Es
ist ein 38 KD groRes Protein mit einem hohen Anteil an sauren Aminosédureresten (Aspartat
und Glutamat). Es besteht aus einer 70 Aminosduren umfassenden N-terminalen
regulatorischen Domane, einer langen zentralen Domane, die sechs Ankyrin-Wiederholungen
beherbergt, und einer kurzen C-terminalen Domdne mit einer PEST-Region. IkBa wird
ubiquitar im Organismus exprimiert und bindet vorzugsweise an Dimere, die p65 oder c-Rel
enthalten (Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998). Es existieren zwei in Details voneinander
abweichende Rontgenstrukturanalysen von IkBa im Komplex mit einem p50/p65-
Heterodimer (Huxford et al., 1998; Jacobs und Harrison, 1998). Beide zeigen jedoch, dass
IkBa mit seinen Ankyrin-Wiederholungen und seiner PEST-Region ausgedehnte Kontakte zu
den RHDs von p50 und vor allem p65 ausbildet, was die hohe Bindungsaffinitat von IkBa zu
NF-kB erklart. Alle bekannten NF-kB aktivierenden Signale fuhren zu einem sehr schnellen
Abbau von IkBa. NF-kB fordert seinerseits effektiv die Resynthese von IkBa (Sun et al.,
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1993), das in den Zellkern transportiert wird, wo es aufgrund seiner hohen Affinitat zu NF-kB
den Transkriptionsfaktor von der DNA entfernen kann (Arenzana-Seisdedos et al., 1995). Der
neu gebildete IkBa/NF-kB-Komplex gelangt zurlick in das Cytoplasma. Durch diesen
Rickkopplungsmechanismus fiihren fast alle NF-kB-aktivierenden Signale zu einer nur
transienten Aktivierung von NF-kB. Der Kernimport des neu synthetisierten IkBa und der
Ricktransport des IkBa/NF-kB-Komplexes aus dem Kern werden durch die
Kernimportsequenz (NLS, ,,nuclear localization signal®) und die Kernexportsequenz (NES,
»huclear export sequence®), die beide in den Ankyrin-Wiederholungen von IkBa liegen,
vermittelt (Sachdev et al., 1998; Johnson et al., 1999). Im Gegensatz zu IKBf3 und IkBe
konnen NF-kB-Komplexe mit IkBa auch in den Kern importiert werden (Tam und Sen,
2000). Der Import kommt dadurch zustande, dass IkBa im Gegensatz zu IkB[3 nur eine der
beiden NLS des NF-kB Dimers blockiert (Malek et al., 2001). Die Lokalisation von
IKBa/NF-kB-Komplexen ist somit ein dynamischer Prozess, der einen effektiven Kernexport
erfordert.

IKBB wurde 1995 kloniert (Thompson et al., 1995) und hat wie IkBa eine N-terminale
regulatorische Doméne, eine zentrale Doméne mit sechs Ankyrin-Wiederholungen und eine
C-terminale Domdane mit einer PEST-Region. Desgleichen wird IkBB weitverbreitet
exprimiert und zeigt eine Préaferenz zur Bindung an NF-kB-Dimere, die p65 und c-Rel
enthalten (Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998). Im Gegensatz zu IkBa wird IkB[3 jedoch nur
nach Stimulation mit LPS und IL-1 abgebaut, die beide eine persistente Aktivierung von NF-
KB hervorrufen (Suyang et al., 1996). IkB@ wird nicht durch NF-kB reguliert, so dass kein
dem IkBa-System entsprechender negativer Rickkopplungsmechanismus besteht. Weiterhin
wurde gezeigt, dass IkB[ ein geringeres Potential als IkBa besitzt, die Bindung von NF-kB
an DNA zu inhibieren (Tran et al., 1997). Die PEST-Region von IkB[ scheint dafr
verantwortlich zu sein, dass die Aktivierung von NF-kB nach LPS und IL-1 Stimulation noch
andauert, wenn der urspriinglich degradierte IkBa-Pool schon langst wieder sein
Ausgangsniveau erreicht hat. In unstimulierten Zellen weist IkB( eine basale
Phosphorylierung in seiner PEST-Region auf. LPS und IL-1 bewirken die Akkumulation von
unphosphoryliertem IkB3 im Zellkern, wo es an NF-kB bindet, ohne den Transkriptionsfaktor
von der DNA zu entfernen. Auf diese Weise wird die Bindung von IkBa an NF-kB blockiert
und die Transkription der entsprechenden Gene halt an (Suyang et al., 1996; McKinsey et al.,
1997). Cytoplasmatische IKBB/NF-kB-Komplexe kdnnen nicht in den Zellkern gelangen, da
IKB[ beide NLS des NF-kB-Dimers maskiert (Malek et al., 2001; Tam und Sen, 2001).

IKBe ist das zuletzt entdeckte und charakterisierte IkB-Familienmitglied (Li und Nabel, 1997;
Simeonidis et al., 1997; Whiteside et al., 1997). Es besteht eine groRe strukturelle Ahnlichkeit
zu IkBa und IkBf, allerdings besitzt IkBe keine PEST-Region in seiner C-terminalen
Doméne. Es ist ausschlieBlich cytoplasmatisch lokalisiert und bindet bevorzugt an p65- oder
c-Rel-Homodimere und p65/c-Rel-Heterodimere. Wie auch IkB( wird IkBe im Vergleich zu
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IKBa nach NF-kB aktivierenden Stimuli mit langsamerer Kinetik abgebaut und unterliegt
keiner Regulation durch NF-kB. IkBe weist eine hohe Expression in Makrophagen auf.

P105 und p100 sind ,,Zwitter: lhre N-terminale Hélfte entspricht den Rel-Proteinen p50 und
p52, die aus ihren Vorldauferproteinen durch limitierte Proteolyse durch das 26S-Proteasom
entstehen, ihre C-terminale Halfte mit sieben Ankyrin-Wiederholungen macht sie jedoch zu
Mitgliedern der IkB-Familie. Sie binden an ein NF-kB/Rel-Protein unter Ausbildung eines
Dimers, wobei keine Praferenz fiir ein bestimmtes Rel-Protein zu bestehen scheint. NF-kB
aktivierende Stimuli fihren zum Abbau der C-terminalen Halfte und zur Freisetzung eines
NF-kB-Dimers, das aus p50 bzw. p52 und einem weiteren Rel-Protein zusammengesetzt ist
(Baldwin, 1996). P100 ist vor allem fir die Regulation von RelB von Bedeutung (Solan et
al., 2002). IkBy ist identisch mit den 607 C-terminalen Aminosédureresten von p105 und
entstent durch einen alternativen Start der Transkription des NF-kB1-Gens von einem
internen intronischen Promotor aus (Inoue et al., 1992). IkBy inhibiert p50- und p52-
Homodimere und scheint auf murine B-Zellen beschrankt zu sein (Baldwin, 1996).

Bcl-3 wurde als Onkogen in leuk&mischen B-Zellen gefunden (Ohno et al., 1990). Es weist
eine hohe Expression in den Lymphknoten und in der Milz auf und ist im Gegensatz zu den
anderen IkB-Proteinen im Zellkern lokalisiert. Dort bindet es an p50- oder p52-Homodimere,
die es von der DNA entfernt und so die Bindung von NF-kB-Dimeren mit Trans-
aktivierungsdoménen ermoglicht (Franzoso et al., 1993). Die gebildeten terndren Komplexe
konnen aber auch direkt, ohne die DNA zu verlassen, die Transkription aktivieren (Bours et
al., 1993). Somit ist Bcl-3 eher ein NF-kB-Aktivator als ein Inhibitor.

1.1.3 Allgemeiner Aktivierungsmechanismus von NF-kB

Eine Vielzahl der unterschiedlichsten Stimuli fuhrt zur Aktivierung von NF-kB. Darunter
fallen Cytokine wie TNFa und IL-1, Wachstumsfaktoren, Hormone, LPS, Viren, virale
Produkte, oxidativer Stress, Chemotherapeutika und Phorbolester (fir eine umfassende
Ubersicht siehe Pahl, 1999). Mit wenigen Ausnahmen (s. 1.1.5) konvergieren alle NF-kB
aktivierenden Signalwege beim IkB-Kinasekomplex (IKK). Dieser phosphoryliert die IkB-
Proteine an spezifischen Serinresten, was als Signal fur eine nachfolgende
Polyubiquitinierung und den anschlielenden Abbau der IkB-Proteine durch das 26S-
Proteasom dient. Das dadurch freigesetzte NF-kB transloziert in den Zellkern, wo es an die
KB-Motive in den Promotoren seiner Zielgene bindet (Abb. 2; zusammengefasst in Baldwin,
1996; Karin und Ben-Neriah, 2000). Der Mechanismus ist am besten charakterisiert fir IkBa.
Der IKK-Komplex phosphoryliert IkBa an den Serinresten 32 und 36 in der N-terminalen,
regulatorischen Doméne (Brown et al., 1995). Die Phosphorylierung dient als
Erkennungsmotiv fur den SCF/B-TrCP Ubiquitin-Ligase-Komplex (Yaron et al., 1998), was
die Polyubiquitinierung der Lysinreste 21 und 22 zur Folge hat (Scherer et al., 1995).
Polyubiquitiniertes IkBa wird durch das 26S-Proteasom abgebaut. Uber den gleichen Weg
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erfolgt die Aktivierung von NF-kB in Komplexen mit IkBB und IkBg, die entsprechende
Serin- und Lysinreste in ihrer N-terminalen Domane besitzen (zusammengefasst in May und
Ghosh, 1998). Ebenso wurde gezeigt, dass die Prozessierung von pl05 Uber die
Phosphorylierung der Serinreste 923 und 927 durch den IKK-Komplex, die Ubiquitinierung
der Lysinreste 441 und 442 durch SCF/B-TrCP und die anschlieRende Proteolyse durch das
26S-Proteasom verlauft (Orian et al., 2000; Heissmeyer et al., 2001; Salmeron et al. 2001).

Stimuli

MSma |KK
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Abbildung 2: Allgemeiner Aktivierungsmechanismus von NF-kB. Beispielhaft ist die Aktivierung eines
p65(RelA)/p50-Heterodimers in Komplex mit IkBa dargestellt. Fast alle NF-kB aktivierenden Stimuli aktivieren
den IkB-Kinasekomplex (IKK). Dieser phosphoryliert IkBa an den Serinresten 32 und 36, was als Signal fur
eine nachfolgende Polyubiquitinierung von IkBa durch die SCF/B-TrCP Ubiquitin-Ligase an den Lysinresten 21
und 22 dient. Polyubiquitiniertes IkBa wird durch das 26S-Proteasom degradiert und das freigesetzte NF-kB
transloziert in den Zellkern, wo es an das kB-Erkennungsmotiv in den Promotoren seiner Zielgene bindet und
diese reguliert. kB-Konsensussequenz: GGGRNNYYCC (R: Purin-, Y: Pyrimidin-, N: beliebige Base).
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1.1.4 Der IkB-Kinasekomplex (IKK)

Der IkB-Kinasekomplex (IKK) hat ein Molekulargewicht von etwa 900 kD und bereits bei
seiner Entdeckung konnten zwei seiner Bestandteile identifiziert werden: Die Serin-/
Threonin-Kinasen IKKa und IKK[ (DiDonato et al., 1997; Mercurio et al., 1997; Regnier et
al., 1997; Zandi et al., 1997). IKKa und IKK[ haben ein Molekulargewicht von 85 bzw. 87
kD und weisen eine groRe Sequenzhomologie auf. Sie besitzen eine N-terminale
Kinasedomane sowie ein Leucinzipper (LZ)- und ein Helix-Loop-Helix (HLH)-Motiv in
ihrem C-terminalen Teil. IKKa und IKKp sind die Hauptbestandteile des IKK-Komplexes
und die Mehrheit der IKK-Komplexe enthélt etwa &quimolare Mengen der Kinasen (Rothwarf
et al., 1998; Karin und Ben-Neriah, 2000). In Experimenten mit rekombinantem IKKa und
IKK konnte gezeigt werden, dass beide Kinasen verschiedene IkB-Substrate effizient und
korrekt phosphorylieren (Zandi et al., 1998). Uberraschend war daher die Beobachtung, dass
nur IKK[ fiir die induzierbare Aktivierung von NF-kB wichtig zu sein scheint. IKK[3 knock-
out Mé&use sterben embryonal durch massive Leberdegeneration. In Zellen dieser Mé&use l&asst
sich NF-kB nicht mehr aktivieren und das intakte IKKa-Gen ist offenbar nicht in der Lage,
den Ausfall von IKK[ zu kompensieren (Li, Q. et al., 1999; Li, Z. et al. 1999; Tanaka et al.,
1999). Demgegeniber weisen Zellen von IKKa defizienten Méusen eine intakte, wenn auch
teilweise verminderte Aktivierung von NF-kB auf. Die Mé&use sterben kurz nach der Geburt
und haben eine undifferenzierte, extrem verdickte Epidermis, die das Auswachsen der
Extremitdten verhindert (Hu et al., 1999; Takeda et al., 1999). IKKa spielt eine zentrale Rolle
in der Differenzierung der Keratinocyten, wobei IKKa seine Funktion in diesem Prozess
nicht Uber die Aktivierung von NF-kB vermittelt (Hu et al., 2001). Es wurde jedoch
festgestellt, dass IKKa in B-Zellen fiir die Reifung, die erhohte Expression bestimmter NF-
KB-Zielgene und vor allem fir die Prozessierung von p100 zu p52 erforderlich ist (Senftleben
etal., 2001).

Als dritte Komponente des IKK-Komplexes wurde IKKy gefunden, ein 48 kD grof3es Protein
ohne katalytische Aktivitat (Rothwarf et al., 1998; Yamaoka et al., 1998). Die knock-out
Mause von IKK( und IKKy weisen einen sehr &hnlichen Phanotyp auf, und wie IKK[(3 ist
IKKYy absolut erforderlich fir die induzierbare Aktivierung von NF-kB (Rudolph et al., 2000).
Die Funktion von IKKy wird in der Koordination der Zusammenlagerung des IKK-
Komplexes und der Rekrutierung von IkB-Proteinen oder Proteinen, die die Aktivitadt von
IKK modulieren, vermutet (Karin, 1999; Poyet et al., 2000; Li et al., 2001; Yamamoto et al.
2001).

Die genaue Stochiometrie des IKK-Komplexes ist bisher nicht bekannt. Auch die Beteiligung
anderer Komponenten konnte nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden. Als Baueinheit
werden zwei Heterodimere von IKKa und IKK[ vermutet, die von einem IKKy-Dimer oder
Trimer zusammengehalten werden. Die Wechselwirkung zwischen IKKa und IKKp wird
uber ihre Leucinzippermotive vermittelt (Karin, 1999; Karin und Ben-Neriah, 2000).
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Wie die IkB-Proteine so wird auch IKK durch Phosphorylierung reguliert (Delhase et al.,
1999). Durch NF-kB aktivierende Stimuli werden in den Kinasedoménen spezifisch die
Serinreste 176 und 180 von IKKa und 177 und 181 von IKK[ phosphoryliert. Dadurch wird
der IKK-Komplex aktiviert, wobei nur die Phosphorylierung von IKKp fir die Aktivierung
notwendig ist. Es wird angenommen, dass eine IKK-Kinase die initiale Phosphorylierung
ubernimmt und die vollstandige Aktivierung von IKK dann iber Trans-Autophosphorylierung
verlauft. Der aktivierte IKK-Komplex phosphoryliert nun einerseits IkB-Proteine, gleichzeitig
findet aber auch eine extensive Autophosphorylierung im C-terminalen Bereich von IKKa
und IKKB statt. Dadurch kommt es wahrscheinlich zu einer Konformationsanderung,
wodurch IKK von einem Zustand mit hoher Aktivitat in einen mit geringer Aktivitat tibergeht
(Delhase et al., 1999). Zusatzlich wird diskutiert, dass Phosphatasen an der Inaktivierung
beteiligt sind, indem sie die betroffenen Serinreste in den Kinasedomanen dephosphorylieren
(Karin, 1999; Karin und Ben-Neriah, 2000). Somit wird die Aktivitat von NF-kB auch auf der
Ebene des IKK-Komplexes genau reguliert und Gber diese negative Ruckkopplung wird
verhindert, dass Stimuli zu einer dauerhaften Aktivierung des Transkriptionsfaktors fihren,
was fur den Organismus negative Folgen haben konnte (s. 1.1.7).

Da die Aktivierung von NF-kB durch die unterschiedlichsten Stimuli tber den IKK-Komplex
verlauft, ist es nicht verwunderlich, dass eine ganze Reihe von Kinasen gefunden wurde, die
potentielle Kandidaten fur die initiale Phosphorylierung von IKK sind. Zu ihnen gehoren
PKC, NIK, AKT/PKB, MEKK1-3, COT/TPL-2 (zusammengefasst in Karin und Ben-Neriah,
2000), sowie NAK (Tojima et al., 2000) und die Ubiquitin abhangige Kinase TAK1 (Wang et
al., 2001).

Ein weiterer IKK-Komplex, der weder IKKa, IKKB noch IKKy enthélt, wurde in T-Zellen
und Makrophagen gefunden (Shimada et al., 1999; Peters et al., 2000). Die aus ihm isolierte
Kinase, IKKe oder IKKi, weist 27% Homologie zu IKKa und IKK auf und phosphoryliert
IkBa nach PMA-Stimulation und T-Zellrezeptor-Aktivierung. Keinen Einfluss hat IKKe auf
die NF-kB-Aktivierung nach TNFa- oder IL-1-Behandlung (Peters et al., 2000). Die genaue
Rolle dieses neuen IKK-Komplexes muss noch untersucht werden. Dass fir eine Vielzahl von
getesteten Stimuli das Vorhandensein von IKKB und IKKYy absolute Voraussetzung fur die
Aktivierung von NF-kB ist, zeigt - wie auch der fatale Phénotyp von IKKp und -y defizienten
Méusen - die zentrale Bedeutung des ,klassischen* IKK. Es kann natirlich nicht
ausgeschlossen werden, dass andere IKK-Komplexe in bestimmten Organen und Geweben
wichtig sind flr eine spezifische Regulation und Modulation der NF-kB-Aktivitat.

1.1.5 Modulation der NF-kB-Aktivitat und alternative Aktivierungswege

Neben der Regulation durch IkB-Proteine ist NF-kB auch selbst Ziel posttranslationaler
Modifikationen, die seine Aktivitdt modulieren. So findet nach PMA-Stimulation eine
Hyperphosphorylierung von p50 an Serinresten statt, die Voraussetzung fir die
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Kerntranslokation des Rel-Proteins ist. Phosphoryliertes p50 weist weiterhin eine erhohte
DNA-Bindungsaffinitat auf (Li et al., 1994). Auch von p65 weil} man, dass Phosphorylierung
des Serinrestes 276 durch die PKA seine Bindung an kB-Motive und die transkriptionelle
Aktivitat verstarkt (Zhong et al., 1998). Die Aktivierung von NF-kB stellt sich somit als ein
komplexer, fein regulierter Prozess dar, der 1. von der Expression der verschiedenen Rel-
Proteine und ihrer Dimerbildung, 2. von der Wechselwirkung mit den verschiedenen IkB-
Proteinen mit ihren speziellen Eigenschaften, 3. von der Regulation des IKK-Komplexes und
4. von der posttranslationalen Modifikation der Rel-Proteine beeinflusst wird.

Auch wenn fast alle der (ber 300 bekannten NF-kB aktivierenden Stimuli eine
Phosphorylierung von IkB durch IKK bewirken, so gibt es doch wenige Ausnahmen, die zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Uber alternative Wege fiihren: UV-Strahlung aktiviert
NF-kB Uber einen Abbau von IkBa durch das 26S-Proteasom, ohne dass IkBa phosphoryliert
wird (Bender et al., 1998; Li und Karin, 1998). Der Mechanismus konnte bisher nicht gekl&rt
werden. Hypoxie oder Pervanadat-Behandlung resultieren in Phosphorylierung des
Tyrosinrestes 42 von IkBa (Imbert et al., 1996). IkBa wird daraufhin nicht degradiert,
sondern wechselwirkt wahrscheinlich mit der SH2-Domane der Phosphoinositol-3 (PI3)-
Kinase, was zur Dissoziation des IkBa/NF-kB-Komplexes fihrt (Beraud et al., 1999). Der
Tyrosinrest in Position 42 ist in den anderen IkB-Proteinen nicht konserviert, so dass dieser
Mechanismus auf IKBa beschrankt ist.

1.1.6 Physiologische Bedeutung von NF-kB

Man kennt inzwischen anndhernd 200 Gene, die durch NF-kB reguliert werden (fur eine
umfassende Auflistung siehe Pahl, 1999). Ein grofler Teil dieser Gene kodiert Cytokine,
Chemokine, Immunrezeptoren, Proteine, die an der Antigenprasentation beteiligt sind, Zell-
adhdsions-Proteine, Akute-Phase-Proteine und Proteine der Stressantwort. Dies zeigt die
herausragende Bedeutung des Transkriptionsfaktors im Immunsystem und bei
inflammatorischen Reaktionen (zusammengefasst in Ghosh et al., 1998). AuRerdem finden
sich unter den NF-kB-Zielgenen Apoptose und Zellzyklus regulierende Gene,
Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren sowie eine betrdchtliche Anzahl weiterer Gene.
So spielt NF-kB ebenfalls eine wichtige Rolle in Differenzierungsprozessen, der
Zellzyklusprogression und der Apoptose (zusammengefasst in Baldwin, 1996; Aggarwal,
2000; Chen et al., 2001).

Einen hervorragenden Beitrag zum Verstandnis der physiologischen Bedeutung der einzelnen
NF-kB/Rel-Proteine haben knock-out-Studien geliefert, deren wichtigste Ergebnisse im
Folgenden dargestellt sind (zusammengefasst in Gerondakis et al., 1999).



EINLEITUNG

p50/p105 (nfkbl) -/-

Obwohl das nfkb1-Gen ubiquitdr exprimiert wird, entwickeln sich die knock-out-Mause
zundchst normal und weisen keine histopathologischen Veranderungen auf. Es treten jedoch
Defekte in bestimmten B-Zell-aktivierenden Signalwegen auf. Wahrend die B-Zellen normal
auf Antigen-Rezeptorligation reagieren, regt Stimulation mit LPS und ldslichem CDA40-
Ligand keine Proliferation der B-Zellen an. Die Umschaltung zwischen den Immunglobulin-
Klassen funktioniert nicht, so dass die humorale Immunantwort gestort ist. Weiterhin ergeben
sich Schwierigkeiten bei der Abwehr bestimmter Pathogene (Sha et al., 1995). Differenzierte,
ruhende B-Zellen haben eine erhéhte Umsatzrate in vivo und sterben vermehrt durch Mitogen
induzierte Apoptose (Grumont et al., 1998).

Neuronen aus nfkbl -/- Mausen zeigen eine gesteigerte Empfindlichkeit gegentber
oxidativem, excitatorischem und metabolischem Stress (Mattson et al., 2000).

p52/p100 (nfkb2) -/-

Im Gegensatz zu nfkbl wird das nfkb2-Gen nur im Magenepithel, in der Medulla des Thymus
sowie in der Milz und den Lymphknoten exprimiert. Auch nfkb2 defiziente Méause entwickeln
sich &uRerlich normal, ihnen fehlen jedoch Lymphfollikel und die perifollikuldre
Marginalzone der Milz, was die Unféhigkeit zu einer normalen T-Zell-abh&ngigen
Antikdrperreaktion zur Folge hat. Diese Defizienz scheint allerdings weniger auf einen Defekt
in den B- und T-Zellen selbst, als vielmehr auf einen Defekt in der Antigenprasentation durch
Makrophagen und dendritische Zellen zurtickzuftihren sein (Franzoso et al., 1998).

p65/RelA -/-

Die Deletion des relA-Gens flihrt zum Tod der Mause wahrend der Embryonalentwicklung
aufgrund massiv auftretender Apoptose in der Leber (Beg et al., 1995), die durch TNFa
verursacht wird, einem der potentesten Aktivatoren von NF-kB. In Ubereinstimmung mit der
anti-apoptotischen Funktion von p65 in Hepatocyten wurde gezeigt, dass auch Fibroblasten
und Makrophagen von relA -/- Méusen eine deutlich gesteigerte Apoptoserate nach TNFa-
Stimulation aufweisen (Beg und Baltimore, 1996). Generell wird NF-kB und vor allem p65
enthaltenden Dimeren eine anti-apoptotische Rolle zugesprochen, doch gibt es bestimmte
Umstande, unter denen NF-kB pro-apoptotisch zu wirken scheint (zusammengefasst in
Aggarwal, 2000; s. auch 1.1.7). Weiterhin ist p65 ebenso wie p50 fur die Mitogen induzierte
Proliferation von Lymphocyten und die Umschaltung zwischen den Immunglobulin-Klassen
erforderlich (Doi et al., 1997).

relB -/-

RelB wird in dendritischen Zellen und B-Zellen exprimiert. Die hervorstechendsten
phéanotypischen Eigenschaften der relB-knock-out-Mause ist die Entwicklung multiorganeller
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Entzindungen, eine VergroRerung der Milz und des Knochenmarks. Die inflammatorischen
Reaktionen werden dem Fehlen von bestimmten dendritischen Zellen in Milz und Thymus
zugeschrieben, wodurch autoreaktive T-Zellen nicht effektiv deletiert werden, die die
persistenten Entzlindungen verursachen. RelB ist somit wichtig fur die Entwicklung und
Differenzierung dendritischer Zellen und spielt daher eine entscheidende Rolle in der
zelluldren Immunantwort (Burkley et al., 1995; Weih et al., 1995).

c-rel -/-

Die Expression von c-Rel ist auf hamatopoietische Zellen beschrankt. C-rel -/- M&use zeigen
keine Entwicklungsstérungen, was darauf hinweist, dass c-Rel fiir die Differenzierung der
hamatopoietischen Vorlauferzellen nicht benoétigt wird. Es treten aber Defekte in der
humoralen und zellularen Immunantwort auf, besonders in der Proliferation von B- und T-
Zellen, der Umschaltung zwischen den Immunglobulin-Klassen und der Cytokinproduktion
(Kontgen et al., 1995). T-Zellen der Mause produzieren reduzierte Mengen von IL-2, 1L-3
und GM-CSF und auch Makrophagen zeigen eine abnormale Cytokinproduktion
(zusammengefasst in Gerondakis et al., 1999).

Die knock-out-Studien unterstreichen die Bedeutung von NF-kB im Immunsystem. Mit der
Entdeckung immer weiterer Stimuli, die den Transkriptionsfaktor aktivieren, und der
Identifikation neuer Zielgene wird aber auch die Wichtigkeit von NF-kB aullerhalb des
Immunsystems immer deutlicher. Die trifft in erster Linie flr die ubiquitar exprimierten Rel-
Proteine p50 und p65 zu. Aufgrund des fatalen Phanotyps der p65 defizienten Méuse kénnen
die knock-out-Studien hier nur beschréankt Aufschluss geben. Neben den bereits oben
aufgefiihrten Funktionen in Differenzierungsprozessen, Zellwachstum und -proliferation
sowie Apoptose wird NF-kB zunehmend als ein zentraler Regulator der Stressantwort
gesehen (Mercurio und Manning, 1999; Pahl, 1999).

1.1.7 Die Rolle von NF-kB in pathologischen Prozessen

Die Aktivitdt von NF-kB ist ein streng regulierter, komplexer Prozess. In den meisten
Geweben wird NF-kB in einem inaktiven Zustand gehalten. Die transiente Induktion des
Transkriptionsfaktors ermdoglicht dem Organismus, auf pathogene und stressinduzierende
Stimuli zu reagieren. Eine Storung dieses fein abgestimmten VVorgangs ist mit einer Reihe von
pathologischen Prozessen verbunden, in denen NF-kB meist eine erhohte, konstitutive
Aktivitat aufweist. Dabei sind vor allem chronische entziindliche Erkrankungen und Krebs
von Bedeutung (zusammengefasst in Rayet und Gelinas, 1999; Makarov, 2000).

Entzindliche Reaktionen erfordern die Freisetzung von Mediatoren, die zirkulierende
Leukocyten in den sich ausbildenden Entzindungsherd rekrutieren. Dort werden die
Leukocyten aktiviert und produzieren ihrerseits proinflammatorische Mediatoren, die zur
Initiation und Progression des entzlindlichen Geschehens beitragen. NF-kB-Aktivierung
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durch die proinflammatorischen Cytokine TNFa und IL-1 in der Initiationsphase fihrt zur
Produktion von weiteren proinflammatorischen Cytokinen und zur Expression von Zell-Zell-
Adhésionsmolekulen wie ICAM-1 und VCAM-1, wodurch die Rekrutierung und Aktivierung
der Leukocyten vermittelt wird. Das in den Leukocyten aktivierte NF-kB induziert nun eine
ganze Reihe von proinflammatorischen Zielgenen wie IL-1, IL-2, IL-6, IL-17, TNFa, MCP-1,
GM-CSF, COX-2, INOS und spielt somit ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der
Progression der Entziindung. Bleibt NF-kB in den Entziindungsherden aktiviert, so kommt es
nicht zur Auflésung der Entziindung durch Bildung antiinflammatorischer Mediatoren und
Apoptose der eingewanderten Leukocyten, sondern zur Ausbildung chronisch entzundlicher
Erkrankungen. So sind rheumatoide Arthritis, Asthma, chronisch entziindliche
Darmerkrankungen, Atheriosklerose, Lungenfibrose und Glomerulonephritis durch eine
abnormale, konstitutive NF-kB-Aktivitat charakterisiert (zusammengefasst in Chen et al.,
1999; Makarov, 2000; Tak und Firestein, 2001). Auch Begleitsymptome der chronischen
Entzindungen werden NF-kB zugeschrieben. So werden NF-kB-abhéngige Metallo-
proteinasen (MMP) und Osteoklasten, deren Differenzierung ebenfalls durch NF-kB
vermittelt wird, fur die Gewebeschédigung in rheumatoider Arthritis verantwortlich gemacht.
Des Weiteren besteht wahrscheinlich ein Zusammenhang zwischen persistenter NF-kB-
Aktivierung und den bei chronisch entziindlichen Erkrankungen héufig auftretenden
Hyperplasien (Makarov, 2000).

Die Entstehung von Tumoren erfordert eine Reihe von Mutationen, die den Krebszellen ein
ungehemmtes Teilungspotential verleihen und gleichzeitig apoptotische Signalwege
blockieren. NF-kB ist an der Regulation des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt. Dabei
kann der Transkriptionsfaktor sowohl die Zellzyklusprogression wie auch die Apoptose
positiv oder negativ beeinflussen, was letztendlich vom Stimulus und dem angesprochenen
Gewebe abhédngt. Unter den meisten Umstdnden jedoch scheint NF-kB die Zellzyklus-
progression zu fordern und Apoptose zu hemmen (zusammengefasst in Chen et al., 2001). So
ist es nicht verwunderlich, dass in vielen Tumoren eine deutlich erhohte, konstitutive NF-kB-
Aktivitdt gefunden wird, was mit vestarktem Tumorwachstum und Resistenz gegeniber
Chemotherapeutika in Korrelation gebracht wird (Mercurio und Manning, 1999; Rayet und
Gelinas, 1999; Wang et al., 1999; Aggarwal, 2000; Chen et al., 2001). Im Zusammenhang mit
erhohter Chemoresistenz ist zu erwéhnen, dass NF-kB eine gesteigerte Expression des
multidrug-resistance-Transporters 1 (MDR1) bewirkt (Zhou und Kuo, 1997). Zu den
Tumoren mit konstitutiv aktiviertem NF-kB gehéren Mammakarzinome, Lungenkarzinome,
Schilddrisenkarzinome, Melanome, Colonkarzinome, Tumore der Prostata und des Gehirns
sowie B- und T-Zellleukdmien (zusammengefasst in Rayet und Gelinas, 1999).
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1.2 Proteintransduktion

Die klassische Gentherapie versucht, genetische Information in Zellen einzubringen, wo die
exprimierten Genprodukte eine therapeutische Wirkung entfalten sollen. Wird diese Strategie
zur Kompensation monogenetischer Defekte eingesetzt, so muss die Expression des
Transgens dauerhaft und gut regulierbar sein. Beispiele hierfur sind die gentherapeutische
Behandlung der cystischen Fibrose (Mukoviszidose), der Adenosin-Desaminase (ADA)-
Defizienz und der Duchenne-Muskeldystrophie. Die meisten Gentherapie-Ansétze zielen
jedoch auf die Behandlung von Krankheiten mit komplexeren genetischen Ursachen ab,
wobei die Tumortherapie den groRten Anteil ausmacht. Die eingebrachten Gene sollen dabei
direkt oder indirekt zur Apoptose der Tumorzellen fiihren oder eine tumorspezifische
Immunantwort auslésen oder verstarken. Bei diesen Ansétzen ist eine dauerhafte und gut
regulierbare Expression des Transgens weniger bedeutend. Vielmehr kommt es auf eine hohe
Effizienz, um moglichst alle Zielzellen zu erreichen, und eine hohe Konzentration des
exprimierten Genprodukts in den Zielzellen an. Hier liegen die Defizite der klassischen
Gentherapie, die fir den Gentransfer meist virale Vektoren verwendet. Eine Alternative bietet
die Proteintransduktionstechnologie, deren Strategie darauf beruht, nicht das Gen, sondern
direkt das Genprodukt in die Zellen einzuschleusen (Ford et al., 2001).

Der Begriff Proteintransduktion beschreibt die Fahigkeit von bestimmten Proteinen und
Peptiden, in einer rezeptor- und transporterunabhdngigen Weise durch biologische
Membranen zu translozieren (Schwarze und Dowdy, 2000). In den letzten Jahren ist eine
wachsende Zahl von Peptiden und Proteinen ganz unterschiedlicher Herkunft mit dieser
Eigenschaft entdeckt worden. Tabelle 1 fasst die Wichtigsten von ihnen zusammen. Sie
werden nach exogener Zugabe von lebenden Zellen (ber einen von der klassischen
rezeptorvermittelten Endocytose abweichenden Weg internalisiert. Die Aufnahme in die
Zellen erfolgt schnell innerhalb weniger Minuten und ist gleichermal3en effizient bei 37°C
und 4°C. Die Proteine gelangen nicht in das lyso-endosomale Kompartiment, sondern direkt
in das Cytoplasma, von wo aus sie hdufig in den Zellkern weitergeleitet werden. Neben dem
Import in Zellen kénnen die Proteine ausgehend vom Cytoplasma auch aus den Zellen
exportiert werden. Die Sekretion verlauft ebenfalls auf einem nicht-klassischen Weg ohne
Beteiligung des Endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates. Den Proteinen fehlt
die daflr notwendige Signalsequenz und fir VP22 (s. unten) konnte direkt gezeigt werden,
dass eine Inhibition des trans-Golgitransports durch Brefeldin A keinen Einfluss auf die
Sekretion hat (Elliott und O"Hare, 1997).

Die Transduktion durch biologische Membranen wird durch kleine Regionen in den
Proteinen, die sogenannten Proteintransduktions-Domanen (PTD), vermittelt. Diese umfassen
etwa 10-30 Aminosauren und zeichnen sich durch einen hohen Anteil an basischen
Aminosduren (Lysin und Arginin) aus. In Tabelle 1 sind die Proteintransduktions-Doméanen
der am besten charakterisierten Proteine mit Transduktionseigenschaft, VP22, Tat und das
Antennapedia Homoéoprotein (ANTP), angegeben. Allein diese Motive sind ausreichend fir
die Translokation durch biologische Membranen, so dass eine Reihe von synthetischen
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Peptiden mit diesen oder ahnlichen Motiven hergestellt wurde, die nach exogener Zugabe
schnell und effizient in Zellen aufgenommen werden, wie etwa die PTD von Tat und die von
ANTP abgeleiteten Penetratine (siehe Tabelle 1). Wé&hrend die PTDs in den Proteinen
bestimmte Sekundarstrukturen annehmen, sind die isolierten PTDs eher unstrukturiert und
eine definierte Konformation scheint nicht notwendig fur die Proteintransduktion zu sein
(Calnan et al., 1991; Loret et al. 1991; Derossi et al., 1996; Kueltzo et al., 2000). Der genaue
Mechanismus der Translokation durch Membranen ist nicht bekannt. Es wird vermutet, dass
die PTDs direkt Uber ihre basischen Aminoséurereste mit negativ geladenen Phospholipiden
wechselwirken, was die Ausbildung invertierter Mizellen induziert, durch die die Proteine
und Peptide dann direkt in das Cytoplasma gelangen (Derossi et al., 1996; Vives et al., 1997).

Protein | PTD | Referenz
Homd&oproteine
ANTP RQ Kl WFONRRIVKVKK Derossi et al., 1996
Penetratine KKWKVRRNQFW KI QR! Derossi et al., 1998
Engrailed Joliot et al., 1998
Hoxa-5 Chatelin et al., 1996
Hoxb-4 Prochiantz, 2000
Hoxc-8 Prochiantz, 2000
Virusproteine
VP22 (aus HSV-1) DAATATRGRSAASRPTERPRAP | Elliott und O"Hare, 1997
ARSASRPRRPVE
Tat (aus HIV-1) YGRKKRRQRRR Ensoli et al., 1993
Haemagglutinin (aus Influenza) Plank et al., 1994
Andere
FGF-1 Tarantini et al., 1998
FGF-2 Keresztes und Boonstra, 1999
Lactoferrin He und Furmanski, 1995

Tabelle 1: ANTP: Antennapedia Homdoprotein, FGF: Fibroblasten-Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor)
PTD: Proteintransduktions-Doméne. Alle aufgelisteten Proteine und Peptide translozieren auf nicht-klassische
Weise durch biologische Membranen. Die Sequenzen der fir dieses Ph&nomen verantwortlichen
Proteintransduktions-Domanen sind fir die bedeutendsten Vertreter dieser Gruppe aufgefiihrt.

Das Phédnomen der Proteintransduktion hat vor allem deswegen so groRes Interesse erfahren,
weil festgestellt wurde, dass Peptide, Antikorper, Enzyme und andere Proteine, die mit PTDs
fusioniert werden, ebenfalls effizient in Zellen eingeschleust werden, ohne ihre biologische
Aktivitat zu verlieren. Dabei haben sich vor allem die drei bereits genannten Proteine ANTP,
Tat und VP22 sowie die von diesen Proteinen abgeleiteten PTDs hervorgetan, da sie das
grofite Transduktionspotential besitzen und am effektivsten Fusionsproteine in Zellen

! Die Familie der Penetratine umfasst zahlreiche, von der ANTP-Homdodoméne abgeleitete Peptide, von denen
hier als Beispiel die Sequenz des Peptids 58-43 angegeben ist. Fir einen kompletten Uberblick siehe: Prochiantz,
2000.
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importieren (Anderson et al., 1993; Fawell et al., 1994; Theodore et al., 1995; Elliott und
O’Hare, 1997; Schwarze und Dowdy, 2000).

Antennapedia Homoo-Doméne und Penetratine

Homdooproteine sind ubiquitdr vorkommende Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle
in der Entwicklung spielen (Gehring, 1987). Die DNA-bindende Homdo-Doméne der
Proteine umfasst 60 Aminosdauren und besteht aus drei a-Helices. Die Homéo-Doméne des
Antennapedia Proteins (ANTP) aus Drosophila ist in der Lage, durch biologische Membranen
zu translozieren (Joliot et al., 1991) und diese Translokation wird von der dritten, nur 16
Aminosdauren umfassenden Helix vermittelt (Derossi et al., 1994). Peptide und kleine
Proteine, die mit dieser PTD fusioniert wurden, werden nach exogener Zugabe in lebende
Zellen aufgenommen (Theodore et al., 1995). Abgeleitet von der ANTP-PTD wurde eine
Anzahl von Peptiden mit &hnlichen Sequenzen synthetisiert, die Penetratine (Derossi et al.,
1998), die ebenfalls, alleine oder fusioniert mit anderen Peptiden oder kleinen Proteinen, in
Zellen importiert werden. Der Einbau von Aminosduren in die Penetratin-Peptide, die die
Ausbildung einer a-helicalen Struktur verhindern, hat keinen Einfluss auf die
Transduktionseigenschaft. Ebenso funktioniert die Internalisierung mit Peptiden, die aus D-
Aminosauren zusammengesetzt sind, und sie erfolgt bei 4°C genauso effizient wie bei 37°C.
Dies zeigt, dass eine bestimmte Konformation nicht erforderlich ist und dass der Transport
nicht rezeptorvermittelt ist (Derossi et al., 1996). Allein die Sequenz und damit die physiko-
chemische Eigenschaft der Peptide scheint von Bedeutung zu sein. Neben den basischen,
positiv geladenen Aminosduren ist das Vorhandensein mindestens einer aromatischen,
unpolaren Aminoséaure (Tryptophan oder Phenylalanin) in der Sequenz fir die Transduktion
essentiell (Prochiantz, 2000).

Eine Limitation fur den Einsatz von ANTP und der Penetratine fir den Import von Proteinen
in Zellen ist, dass dieser, im Gegensatz zu Tat und VP22, auf kleine Peptide und Proteine
beschrankt ist (Schwarze und Dowdy, 2000; Ford et al., 2001).

Tat aus HIV-1

Das Tat-Protein ist ein 86 Aminosauren umfassender Transaktivator aus HIV-1, der essentiell
fur die HIV-Replikation ist. Tat ist eines der ersten beschriebenen Proteine mit
Transduktionseigenschaft (Frankel und Pabo, 1988; Green und Loewenstein, 1988). Es wurde
entdeckt, dass Fusionsproteine bestehend aus den Aminosduren 1-72 oder 37-72 von Tat und
[3-Galactosidase, Meerrettich-Peroxidase, RNase A oder der Domane Il des Pseudomonas
Exotoxin A ebenfalls nach exogener Zugabe in Zellen importiert werden. In einem
Mausmodell wurde die Aufnahme des [-Galactosidase-Fusionsproteins auch in vivo
demonstriert (Fawell et al., 1994). Die [3-Galactosidase konnte in fast allen Geweben, jedoch
nicht im Gehirn nachgewiesen werden. Schliel3lich wurde gezeigt, dass die kurze Region von
Aminosdure 47 bis 57 (siehe Tabelle 1) fir die Translokation durch biologische Membranen

15



EINLEITUNG

ausreichend ist und dass Proteine, die mit dieser PTD fusioniert werden, hocheffizient von
Zellen aufgenommen werden (Nagahara et al., 1998).

VP22 aus HSV-1

VP22 ist ein Strukturprotein aus dem Herpes simplex-Virus Typ-1 (HSV-1), das in der
Tegument-Region, dem Bereich zwischen Capsid und Virushille, lokalisiert ist. Es wird
durch das Gen UL49 kodiert, umfasst 301 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 38
kD (Elliott und Meredith, 1992). Die biologische Rolle von VP22 ist bis heute unklar. Das
Protein wird in infizierten Zellen durch Nukleotidierung und Phosphorylierung modifiziert,
wobei jedoch nur unphosphoryliertes VP22 in Virionen inkorporiert wird (Elliott et al., 1996).
Die Phosphorylierung findet spezifisch an Serinresten im N-terminalen und C-terminalen
Bereich von VP22 statt und kénnte fur die Freisetzung des Proteins aus den Viruspartikeln
nach Infektion von Bedeutung sein (Morrison et al., 1998; Elliott et al., 1999). Als potentielle
Kinasen wurden die zelluldren Casein Kinase Il (CKII) und PKC sowie die virale UL13
Proteinkinase identifiziert (Elliott et al., 1996; Morrison et al., 1998). Sowohl nach Infektion
als auch nach transienter Transfektion bindet VP22 in Interphase-Zellen an Mikrotubuli und
induziert deren Stabilisierung und Acetylierung (Elliott und O Hare, 1998). Wahrend der
Mitose kommt es zu einer Translokation in den Zellkern und zu einer gleichmaRigen
Verteilung von VP22 auf die entstehenden Tochterzellen (Elliott und O"Hare, 2000).
Uberraschend war die Beobachtung, dass VP22 nach transienter Transfektion aus den
urspringlich transfizierten Zellen exportiert wird und von den benachbarten, nicht
transfizierten Zellen aufgenommen wird (Elliott und O’"Hare, 1997). In den VP22
exprimierenden Zellen findet man das Protein hauptsachlich im Cytoplasma, wo es an
Mikrotubuli bindet, was ein filamentdses Verteilungsmuster zur Folge hat. Nach Import in die
Nachbarzellen ist VP22 dort im Zellkern lokalisiert, obwohl es kein klassisches
Kernimportsignal besitzt. Uber diesen als ,,spread” bezeichneten interzellularen Transport
kann VP22 (iber bis zu 12 Zellschichten in bis zu 200 Zellen translozieren. Im Zellkern bindet
VP22 an Chromatin und wird so bei der Zellteilung auf die Tochterzellen verteilt. Der genaue
Mechanismus des spreads ist nicht bekannt, der Export des Proteins erfolgt nicht Uber den
klassischen Weg des Endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates. Die
Aufnahme von VP22 erfordert ein intaktes Aktin-Cytoskelett. Neben dem beschriebenen
spread wird VP22 genau wie Tat und ANTP auch nach exogener Zugabe von Zellen
internalisiert. Dies erfolgt innerhalb von 5 min und geschieht bei 4°C genauso effizient wie
bei 37°C, was gegen einen rezeptorvermittelten Weg spricht. Unerlésslich fir den
Transmembran-Transport von VP22 ist die C-terminale Domane der Aminosauren 267-301,
die ebenfalls die Bindung an Chromatin vermittelt (Elliott und O"Hare, 1997). Diese PTD wie
auch das gesamte VP22 Protein zeichnet sich analog den PTDs von ANTP und Tat durch
einen hohen Anteil an basischen Aminosdureresten aus (vgl. Tabelle 1).
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Von Bedeutung ist, dass der interzellulare Transport und die Aufnahme nach exogener
Zugabe nicht nur mit Wildtyp-VP22 funktioniert, sondern ebenfalls mit VP22-
Fusionsproteinen, die dabei ihre biologische Aktivitat behalten, was u. a. fir GFP (Aints et
al., 1999; Elliott und O"Hare, 1999; Wybranietz et al., 1999), p53 (Phelan et al., 1998) und
die HSV-1 Thymidin-Kinase (Dilber et al., 1999) gezeigt wurde.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Rolle von NF-kB in vielen pathologischen Prozessen (s. 1.1.7) macht den
Transkriptionsfaktor zu einem attraktiven Ziel therapeutischer Intervention (Makarov, 2000).
Im Rahmen der Arbeit sollte untersucht werden, ob die Proteintransduktionstechnologie dazu
eingesetzt werden kann, um Proteine in Zellen einzuschleusen, die die Aktivierung von NF-
KB verhindern oder bereits aktiviertes NF-kB inhibieren kdnnen. Dafiir wurde das VP22
System gewahlt, da es 1. zusammen mit Tat am effektivsten Fusionsproteine in Zellen
importieren kann und es 2. aufgrund seiner spread-Eigenschaft zusatzlich die Mdglichkeit
bietet, Fusionskonstrukte auch als Gene in Zellen einzubringen, deren Expression eine
Verteilung der VP22-Fusionsproteine in nahezu 100% der Zielzellen zur Folge haben kann.
Als NF-kB-Inhibitoren sollten das IkB-Protein IkBa sowie das NF-kB/Rel-Protein p65 ohne
Transaktivierungsdomane (p65ATAD) getestet werden. IkBa besitzt im Gegensatz zu
anderen IkB-Proteinen die Fahigkeit, NF-kB sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern zu
inhibieren (s. 1.1.2). Aufgrund seiner ubiquitdren Expression ist p65 Bestandteil der Mehrheit
der im Organismus transkriptionell aktiven NF-kB-Dimere. P65ATAD kann weiterhin mit
anderen Rel-Proteinen dimerisieren und an seine kB-Erkennungsmotive in der DNA binden,
ist aber transkriptionell inaktiv. Diese Eigenschaften lieRen IkBa und p65ATAD als geeignete
Kandidaten fur eine spezifische Inhibierung von NF-kB erscheinen und sie wurden daher als
VP22-Fusionspartner gewahlt.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien, Antik6rper und Enzyme

Soweit nicht anders verzeichnet, wurden alle Reagenzien Uber Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

TNFa wurde von der Knoll AG (Ludwigshafen), PMA (Phorbolmyristylacetat) von Sigma
erhalten. D-Luciferin, freie Sdure, stammte von Applichem (Darmstadt) und wurde als
3 mg/ml Stammldsung in 100% Ethanol angelegt. Das 21 Aminoséuren umfassende
Importpeptid Pep-1 wurde unter dem Produktnamen Chariot'™ von der Firma Active Motif
(Rixensart, Belgien) erworben. Es besitzt die Sequenz KETWWETWWTEWSQPKKKRKV
und ist N-acetyliert. Pep-1 wurde in einer Konzentration von 2 mg/ml in ddH,O gel6st.
Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) und
Invitrogen (Groningen, Niederlande) bezogen.

Polyklonaler Kaninchen-anti-lkBa und monoklonaler Maus-anti-Aktin Antikérper wurden
von Santa Cruz (Heidelberg), monoklonaler Maus-anti-CMV Epitop Antikérper (CMV-018-
48151) von Capricorn Products (Scarborough ME, USA) und monoklonaler Maus-anti-
RGSHis4-Epitop Antikorper von Qiagen (Hilden) erworben. Der polyklonale Kaninchen-anti-
VP22 Antikorper AGV30 stammte aus dem Labor von Dr. P. O"Hare (MCRI, London, UK)
und wurde freundlicherweise von Wolfgang Wybranietz (Universitatsklinik Tubingen) zur
Verfligung gestellt. Die fur die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzten sekundaren
Antikorper Ziege-anti-Kaninchen 1gG Rhodamin gekoppelt, Ziege-anti-Maus 1gG Rhodamin
gekoppelt, Ziege-anti-Kaninchen OregonGreen™ 488 gekoppelt und Ziege-anti-Maus
OregonGreen™ 488 gekoppelt wurden von Molecular Probes (Eugene OR, USA) erhalten.
Die sekundaren HRP (horse-radish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase) gekoppelten
Antikdrper fur Western-Blots wurden von Calbiochem (Bad Soden) erworben.

2.2 Klonierung bakterieller und eukaryontischer
Expressionsvektoren

2.2.1 Hergestellte Konstrukte

Im Folgenden werden die Ausgangsvektoren und die Herstellung der Inserts fiir die in der
vorliegenden Arbeit produzierten und verwendeten Konstrukte beschrieben. Wurde ein Insert
mittels PCR gewonnen, so sind die entsprechenden Primer angegeben.
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Eukaryontische Expressionsvektoren

Der Ausgangsvektor pc49ep+2 war ein Geschenk von Wolfgang Woybranietz
(Universitatsklinik Tlbingen). Der von pcDNAL abgeleitete Vektor umfasst 6031 bp und
enthalt ein Ampicillin-Resistenzgen. Die komplette VP22 codierende Sequenz ist unter der
Kontrolle eines CMV-Promotors. Als Klonierungsstellen sind lediglich eine Bglll-
Schnittstelle vor sowie eine BamHI-Schnittstelle nach der VP22-Sequenz vorhanden (Leslie
et al., 1996).

Fur die nachfolgend aufgelisteten Konstrukte diente pGEX2T (Amersham Pharmacia,
Freiburg) mit einkloniertem IkBa bzw. RcCMVp65 (Schmitz und Baeuerle, 1991) als
template.

Konstrukt Insertgewinnung/Primer

BgllI-GST-1kBa-BgllI-VP22 . 5-GGGAGATCTACCATGTCCCCTATACTAGGTTATTG-3'
: 5 -GGGAGATCTTAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3'

. 5-GGGAGATCTCATGTCCCCTATACTAGGTTATTG-3
. 5 -GGGAGATCTTCATAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3’

VP22-BamHI1/Bglll-GST-1kBa-Bglll/BamHI

. 5-GGGAGATCTCATGTTCCAGGCGGCCGAGCGC-3’
. 5 -GGGAGATCTTCATAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3

VP22-BamHI/Bglll-1kBa-Bglil/BamHI

. 5-GGGAGATCTCACCGAGGACGGGGACTCGTTC-3
. 5 -GGGAGATCTTCATAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3

VP22-BamHI1/Bglll-AnlkBa-Bglil/BamHI

. 5-GGGAGATCTCATGTTCCAGGCGGCCGAGCGC-3

"1 5 -GGGAGATCTTCATAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3
P22 wurde zuvor aus pc49ep+2 herausgeschnitten

Bglll-IkBa-Bglll/BamHI

W oO1|lw oUW Oo1|lw o1 |w ol
N s N N e SN SN N

<

: 5'-CCCGGATCCCATGGACGAACTGTTCCCCCTCATC-3"
"-GCGGGATCCTCATGACGTAAAGGGATAGGGCTGGGG-3

VP22-BamHI-p65AT AD-BamH]I

"-CCCGGATCCACCATGGACGAACTGTTCCCCCTCATC-3
"-CCCGGATCCGGAGCTGATCTGACTCAGCAGGG-3

Bglll/BamHI-p65ATAD-BamHI/Bglil-VP22

g1lw Oo1|w Ul
NN TN

5
-5
-5

5-CCCGGATCCACCATGGACGAACTGTTCCCCCTCATC-3’

3" 5-GCGGGATCCTCATGACGTAAAGGGATAGGGCTGGGG-3’
VP22 wurde zuvor aus pc49ep+2 herausgeschnitten

Bglll/BamHI-p65AT AD-BamHI

Bglll-VP22-BamHI Lag bereits in pc49ep+2 vor

Die den aufgefuhrten Konstrukten entsprechende Konstrukte mit C-terminalem CMV-Epitop
wurden Uber 3"-Primer synthetisiert, die sich von den oben angegebenen nur durch das Fehlen
eines Stopcodons unterscheiden. Die ebenfalls verwendeten Plasmide mit VP22-GFP und
VP22-TK wurden von Wolfgang Wybranietz zur Verfligung gestellt.

Vektoren fur die Herstellung rekombinanter Baculoviren

Fur die Herstellung rekombinanter Baculoviren wurden die gewonnenen Inserts in den
Transfervektor pBlueBacHis2 A (Invitrogen, Groningen, Niederlande) einkloniert (s. auch
2.7). Der Vektor liefert einen 6x-Histidin-Tag (His)s, so dass das baculoviral exprimierte
Protein mittels dieses N-terminal lokalisierten Tags Uber Ni-NTA Metall-Affinitats-
chromatographie aufgereinigt werden kann.
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Konstrukte Insertgewinnung/Primer

BamHI1/Bglll-VP22-1KkBa-BamHI/BglI| Herstellung von Bglll-IkBa-BamHI:

5. 5-GGGAGATCTCATGTTCCAGGCGGCCGAGCGC-3’

3": 5 -CCCGGATCCTCATAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3"
Template: pPGEX2T-IkBa

Einklonieren in BamHI geschnittenen pc49ep+2
Ausschneiden von VP22-IkBa mit Bglll und BamHI aus
pc49ep+2/IKBa

BamHI/Bgll1-VP22-BamHI/BglIl Ausschneiden von VP22 mit Bglll und BamHI aus
pc49ep+2

BamHI-1KBa-EcoRI Ausschneiden von IkBa mit BamHI und EcoRI aus
pGEX2T-1kB

Vektoren fur die Proteinexpression in E. coli

Fur die Expression von Proteinen in E. coli wurden die Vektoren pGEX6P2 (N-terminale
GST-Fusion / Amersham Pharmacia) und pET28(a)+ (N-terminales (His)s-Epitop / Novagen,
Madison WI, USA) verwendet.

Konstrukte Primer

GST-BamHI-22A159-1kBa-EcoRl 5 5-GCCGGATCCTCGACGGCGCCAACCCGATCCAAG-3’
3": 5 -GGGGAATTCTCATAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3"
Template: VP22-IkBa in pc49ep+2

GST-BamHI-22A159-ANIKBO-EcoRl 5" 5-GCCGGATCCTCGACGGCGCCAACCCGATCCAAG-3’
3": 5 -GGGGAATTCTCATAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3’
Template: VP22-AylkBa in pc49ep+2

GST-BamHI-22A267-1KBa-EcoRl 5 5-CGGGGATCCGACGCGGCCACGGCGACTCGAG-3’
3": 5 -GGGGAATTCTCATAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3"
Template: VP22-IkBa in pc49ep+2

GST-BamHI-22A267-AnIKBO-EcoRl 5" 5-CGGGGATCCGACGCGGCCACGGCGACTCGAG-3’
3": 5 -GGGGAATTCTCATAACGTCAGACGCTGGCCTCC-3’
Template: VP22-AylkBa in pc49ep+2

GST-BamHI-1KBa-EcoRl Direktes Umklonieren aus pGEX2T-1kBa in pGEX6P2

(HiS)s-BamHI-IKBa-EcoRI Direktes Umklonieren aus pGEX2T-IkBa in
PET28(a)+

GST-BamHI-22A159-EcoRlI 5. 5-GCCGGATCCTCGACGGCGCCAACCCGATCCAAG-3’

3": 5 -CGCGAATTCCTCGACGGGCCGTCTGGGGCG-3
Template: pc49ep+2

GST-BamHI-22A159-Eco-Notl-p65ATAD-Notl |5 & 5-GTGGCGGCCGCCCATGGACGAACTGTTCCCCCTC 3
3': 3-GTGGCGGCCGCTCATGACGTAAAGGGATAGGGC-3

Template: RcCMVp65 (s.0.)

GST-BamHI-p65ATAD-Notl 5": 5"-CCCGGATCCACCATGGACGAACTGTTCCCCCTC-3’
3’1 3-GTGGCGGCCGCTCATGACGTAAAGGGATAGGGC-3
Template: RcCMVp65

(His)g-BamHI-p65ATAD-BamHI-22A159-EcoRI |5 : 5-CCGGATCCACCATGGACGAACTGTTCCCCCTCATC-3
3" 5-CCCGGATCCGGAGCTGATCTGACTCAGCAGGG-3

Template: RcCMVp65

(His)s-BamHI-p65AT AD-Notl Direktes Umklonieren aus pGEX6P2-p65ATAD in
pET28(a)+
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2.2.2 PCR, Restriktion und Ligation

Die PCR-Reaktionen zur Herstellung der unter 2.2.1 beschriebenen Inserts (praparative PCR)
wurden mit der PlatinumO-Pfx DNA Polymerase (Life Technologies, Karlsruhe)
durchgefuhrt, wahrend fir Kontroll-PCR-Reaktionen herkdmmliche Tag-Polymerase
(Eppendorf, Hamburg) verwendet wurde. Die PCR-Bedingungen wurden fir jedes Konstrukt
angepasst und optimiert. Die 50 pl PCR-Ansétze enthielten 5 pl des entsprechenden
10x Puffers, 1-2 mM MgSO, oder MgCl,, 1 ng template-DNA, 0,4 uM der 5°- und 3"-Primer,
0,4 mM jedes dNTPs sowie 1,25 U Pfx- oder Tag-Polymerase. Fir eine praparative PCR
wurden auf Eis 6-12 Ansétze pipettiert, die mit jeweils 100 pl Mineraldl berschichtet
wurden. Die PCR-Reaktionen wurden in einem RoboCycler(] Gradient 40 (Stratagene, La
Jolla CA, USA) ausgefiihrt. Nach einem initialen Denaturierungsschritt bei 95°C fir 3 min
wurden 28-32 Zyklen durchlaufen, und zwar mit 50 sek Denaturierung bei 95°C, 1 min
Primeranlagerung (annealing) bei 58-62°C (je nach Schmelztemperatur des eingesetzten
Primerpaares) und 1 min pro 500 bp der zu vervielféaltigenden Matrize (template) bei 72°C fiir
die Synthese (extension). Zum Abschluss wurden die Reaktionsanséatze fir 5 min bei 72°C
gehalten, bevor sie bei 4°C gelagert wurden. Jeweils 5 pl der PCR-Reaktionen wurden auf
einem 1,5 %igen Agarosegel analysiert. Der Rest der Ansdtze wurde vereinigt und mittels des
PCR-Purification-Kits (Qiagen) aufgereinigt.

AnschlieBend wurden die PCR-Produkte in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit jeweils
10 U der entsprechenden Restriktionsenzyme (vgl. 2.2.1) fur 3 h bei 37°C inkubiert und
erneut unter Verwendung des PCR-Purification-Kits (Qiagen) gereinigt. Ebenso wurden
5-10 pg Vektor-DNA in einem Volumen von 100 pl mit jeweils 20 U der entsprechenden
Restriktionsenzyme fir 3-4 h bei 37°C geschnitten und Uber ein praparatives 1%iges
Agarosegel mittels des Gel-Extraction-Kits (Qiagen) aufgereinigt. Sowohl vom PCR-Produkt
wie auch vom verdauten Vektor wurde die Konzentration durch Messung der Absorption bei
260 nm (GeneQuant 11, Pharmacia Biotech, Freiburg) bestimmt.

Wenn der Vektor nur mit einem Restriktionsenzym linearisiert wurde, so wurde er vor der
Ligation dephosphoryliert. Dazu wurden 21,5 pl geschnittene und gereinigte Vektor-DNA mit
2,5 ul SAP (shrimp alkaline phosphatase)-10x Puffer und 1 pl SAP (1 U/ul; Amersham
Pharmacia) fir 60 min bei 37°C inkubiert. Die SAP wurde anschliefend fir 20 min bei 65°C
denaturiert und der dephosphorylierte Vektor konnte direkt ohne einen weiteren
Reinigungsschritt fiir die Ligation verwendet werden.

Zur Ligation wurden Insert und Vektor in einem Molverhéltnis von 2:1 bis 3:1 bei einer
Gesamt-DNA-Menge von 400-800 ng eingesetzt. Die entsprechenden Mengen von Insert und
Vektor wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 1 U T4-Ligase (Life Technologies) in
T4-Ligase-Puffer fiir 3-16 h bei 16°C (Thermomixer comfort, Eppendorf) inkubiert. 1 pl der
Ligationsansatze wurde zur Transformation mittels Elektroporation von elektrokompetenten
E. coli (XL-Blue) eingesetzt.
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2.3 Transformation

2.3.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Die Bakterien wurden auf LB-Agar ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Morgen wurden mit einer gepickten Kolonie 5 ml LB-Medium angeimpft und die
Kultur wurde bei 37°C geschdittelt, bis eine Trubung zu erkennen war. Anschliefend wurde
die gesamte Kultur zu 400 ml LB-Medium gegeben. Es wurde bei 37°C geschittelt, bis eine
ODgo von 0,3 erreicht wurde. Die Bakterien wurden 10 min auf Eis gestellt und dann bei 4°C
in einem Sorvall GS3 Rotor fir 15 min bei 6000 rpm geerntet. Die Zellen wurden in 10 ml
eiskaltem 1 mM HEPES, pH 7,0 resuspendiert, mit 1 mM HEPES, pH 7,0 auf 400 ml
aufgefiillt und erneut pelletiert. Nach einmaliger Wiederholung des vorherigen Schrittes
wurde das Bakterienpellet in 10 ml eiskaltem sterilem 10%igem Glycerol resuspendiert und
bei 4°C in einem Sorvall SS34 Rotor fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert. Die Zellen wurden
schlielich in 0,8 ml 10%igem Glycerol aufgenommen und aliquotiert (80 pl), die Aliquots in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C aufbewahrt.

2.3.2 Elektroporation

Zur Transformation wurden 1 pl der Ligationsansatze oder 10 ng von gereinigter Plasmid-
DNA eingesetzt. Die DNA wurde zu einem Aliquot elektrokompetenter Zellen, die auf Eis
aufgetaut wurden, gegeben. Der Ansatz wurde in eine gekiihlte Elektroporationskivette (O =
2 mm) pipettiert und einem Stromimpuls (5 ms, 2,5 kV; MicroPulser(], Biorad, Minchen)
ausgesetzt. Nach direkter Zugabe von 1 ml auf RT erwdrmtem LB-Medium wurde der
Transformationsansatz 1 h bei 37°C in einem 15 ml Kulturréhrchen geschittelt. Danach
wurden 10-200 pl der Kultur auf LB-Amp-Platten ausplattiert, die ber Nacht bei 37°C
inkubiert wurden.

2.4 Plasmidpréaparation
2.4.1 Plasmidkontrolle durch Mini-Préparation

Von den LB-Amp-Platten wurden Kolonien gepickt und mit diesen jeweils 4 ml LB-Amp-
Medium angeimpft. Die Kulturen wurden tber Nacht bei 37°C geschuttelt. Am nachsten Tag
wurden 2 ml der Kulturen in ein 2 ml EppendorfgefaR tiberfuhrt und die Bakterien bei 11000
rpm, RT, fur 1 min pelletiert (Biofuge fresco, Heraeus). Die Zellen wurden in 300 ul GTE-
Puffer (250 mM Tris[HCI, pH 8,0, 100 mM EDTA, 500 mM Glucose, 0,5 mg/ml RNase)
resuspendiert. Nach Zugabe von 600 ul 0,2 M NaOH/1% SDS erfolgte die Lyse der Bakterien
fir 5 min bei RT. Anschlielend wurden 450 pl eiskaltes 3 M Na-Acetat, pH 4,8 zupipettiert
und die Lysate fir 5 min auf Eis inkubiert. Das SDS-Prazipitat wurde 30 min bei 13000 rpm
und 4°C (Biofuge fresco, Heraeus) abzentrifugiert und jeweils 1 ml des klaren Uberstands in
ein neues 2 ml EppendorfgefaR Gberfihrt. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 700 pl
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Isopropanol (0,7 Volumenanteil) gefallt und direkt fir 20 min bei 13000 rpm und 4°C
pelletiert (Biofuge fresco, Heraeus). Das DNA-Pellet wurde einmal mit 70% Ethanol
gewaschen, fur 5-10 min bei RT getrocknet und in 40 pl ddH,O aufgenommen. 4 pl der
Plasmid-DNA wurde in einem Gesamtvolumen von 20 pl durch Verdau mit entsprechenden
Restriktionsenzymen kontrolliert. Die Restriktionskontrolle wurde auf einem 1,5%igen
Agarosegel analysiert.

Von dem Rest der Kulturen, die den gewunschten Plasmid beherbergen, wurden
Glycerolstocks angelegt, wozu 850 pl der Kultur in einem Kryoréhrchen mit 150 pl sterilem
Glycerin gemischt und bei —80°C eingefroren wurden.

2.4.2 Maxi-Préparation

Mit einer sterilen Impfése wurden Bakterien aus einem Glycerolstock auf einer LB-Amp-
Platte ausgestrichen, die Uber Nacht bei 37°C inkubiert wurde. Am néchsten Tag wurde mit
einer gepickten Kolonie der Platte 3 ml LB-Amp-Medium angeimpft und die Startkultur bei
37°C fur 8 h geschittelt. 150 ml LB-Amp-Medium wurden dann in einem sterilen
Erlenmeyerkolben mit 200 pl der Startkultur versetzt. Der Kolben wurde Gber Nacht bei 37°C
in einen Schuttler gestellt. Die Bakterien wurden am nachsten Morgen in einem GS3 Rotor
bei 4°C, 5000 rpm fiir 15 min pelletiert und die Plasmid-DNA mit dem HiSpeed™ Plasmid
Purification Kit von Qiagen entsprechend dem Protokoll des Herstellers isoliert. Sollte das
Plasmid zur Transfektion eingesetzt werden, so wurde die Plasmid-DNA nach Zugabe von
Na-Acetat zu einer finalen Konzentration von 0,3 M mit 2 Volumenanteilen 100% Ethanol fur
5 min bei RT gefallt und zweimal mit 70% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde danach unter
einer Sterilbank fur 5 min getrocknet und in 100-300 pl sterilem TE-Puffer (10 mM Tris[HCI,
pH 8,0, 1 mM EDTA) geldst. Nach Bestimmung der Konzentration (GeneQuant Il, Pharmacia
Biotech) wurde die Plasmid-DNA aliquotiert und bei —20°C gelagert.

2.5 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine in E. coli

Proteine wurden in dem E. coli Stamm BL21 (DE3) exprimiert. Dazu wurden BL21 (DE3)
Zellen wie unter 2.3.2 beschrieben mit den préparierten Expressionsplasmiden transformiert.
Die optimalen Expressionsbedingungen (Dichte der Kultur, IPTG-Konzentration, Kul-
tivierungstemperatur) wurden zundchst in kleinen 8 ml Kulturen ausgetestet. Flr die
Proteinreinigung wurden dann 2-4 Liter E. coli BL21 (DE3) Kultur unter optimalen
Bedingungen induziert und in einem GS3 Rotor bei 4°C, 5000 rpm fir 15 min geerntet. Das
Bakterienpellet wurde einmal mit eiskaltem PBS gewaschen, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur Reinigung bei —-80°C gelagert.

Die nachfolgend beschriebenen Reinigungsschritte tber S&dulen wurden mit einer Waters 650
HPLC-Anlage durchgefiihrt (Waters, Eschborn).
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IKBa, 22A267-1kBa und 22A267-AnIkBa als GST-Fusionsproteine

Die Bakterien wurden bei einer ODgy von 0,6 fur 4 h induziert und wie beschrieben geerntet.
Die Bakterienpellets von 2 Liter Kultur wurden bei RT aufgetaut und in 40 ml eiskaltem PBS,
0,5% (v/v) Triton X-100, 2 mM DTT, je 3 pg/ml Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A,
0,5 mM PMSF resuspendiert. Die Suspension wurde dann 30 min mit 1 mg/ml Lysozym unter
Rihren auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von Sarkosyl zu einer finalen Konzentration von 1 %
(w/v) erfolgte der Aufschluss der Bakterien fiir 6 x 30 sek durch Ultraschall (Sonoplus HD
2070, Cycle 9, Titanteller TT13; Bandelin, Berlin). Zellwand- und Membranbruchstiicke
wurden bei 20000 rpm, 4°C fiir 30 min abzentrifugiert (SS34 Rotor). Der klare Uberstand
wurde mit einer Flussrate von 2 ml/min auf eine mit 25 ml GSH-Sepharose 4 Fast Flow
gepackten XK-16 Séule (Amersham Pharmacia) aufgetragen, die vorher mit PBS + 2 mM
DTT &quilibriert worden war. Die Saule wurde mit PBS + 2 mM DTT gewaschen, bis kein
Protein mehr im Durchlauf detektiert wurde. Anschliefend wurde mit 50 mM Tris[HCI, pH
8,0, 100 mM NacCl, 20 mM GSH eluiert und das Eluat in 3 ml Fraktionen gesammelt. Die
Eluate, die das GST-Fusionsprotein enthielten, wurden vereinigt und Uber Nacht gegen
50 mM Tris[HCI, pH 8,0, 200 MM NaCl, 1 mM DTT dialysiert. Nach Zugabe von Triton X-
100 zu einer finalen Konzentration von 0,01% (v/v) wurde zur Entfernung des GST mit 1,5 U
PreScission-Protease (Amersham Pharmacia)/100 pug GST-Fusionsprotein fir 8 h bei 5°C
verdaut. Wahrend des Verdaus prézipitierte Proteine wurden bei 5000 rpm, 4°C fiir 20 min
(Biofuge Stratos, Heraeus) abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde mit einer Flussrate von
1 ml/min auf eine 1 ml Mono-Q-Saule (Amersham Pharmacia), die mit 50 mM Tris[HCI, pH
8,0, 200 mM NaCl, 1 mM DTT 4&quilibriert worden war, aufgetragen und die S&ule mit
50 mM TrisHCI, pH 8,0, 200 mM NaCl, 1 mM DTT gewaschen, bis kein GST im Durchlauf
mehr detektiert wurde. Im Anschluss daran wurden das gebundene IkBa, 22A267-1kBa oder
220267-AnIkBa mit 50 mM Tris[HCI, pH 7,2, 500 mM NaCl, 1 mM DTT eluiert. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die Proteine aliquotiert, in flussigem Stickstoff
eingefroren und bei —80°C gelagert.

22A159-1kBa und 22A159-AnIkBa als GST-Fusionsproteine

BL21 (DE3) Zellen mit den Expressionsplasmiden fur GST-22A159-1kBa und GST- 22A159-
AnlkBa wurden wie oben beschrieben induziert, geerntet und lysiert. Um eine effektive
Bindung an die GSH-Sepharose-Sdaule zu erreichen, war es jedoch notwendig, eine
Vorreinigung Uber Q-Sepharose durchzufiihren. Dazu wurde das klare Lysat nach dem
Sonifizieren und der Zentrifugation auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und mit 5 ml Q-
Sepharose Fast Flow (Amersham Pharmacia) pro Liter Bakterienkultur fir 1 h bei 4°C auf
einem Schttler inkubiert. Die Q-Sepharose wurde dann mit 40 ml 50 mM NaH,PO,, pH 8,0,
160 mM NaCl, 1 mM DTT pro 5 ml Q-Sepharose gewaschen und die Proteine anschlieRend
mit 20 ml 50 mM NaH,PO,4, pH 7,0, 700 mM NaCl, 1 mM DTT, je 2 pg/ml Aprotinin,
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Leupeptin und Pepstatin A, 0,2 mM PMSF pro 5 ml Q-Sepharose eluiert. Nach 4 h Dialyse
gegen PBS + 2 mM DTT wurden erneut Proteaseinhibitoren zugegeben und das Dialysat auf
die GSH-Sepharose-Sdule aufgetragen. Die weitere Aufreinigung erfolgte entsprechend dem
Protokoll fur IkBa, 22A267-1kBa und 22A267-AnIkBa.

22A159 als GST-Fusionsprotein

Die Expression, die Lyse und die Reinigung Uber die GSH-Sepharose-Saule wurde wie fiir
IKBa, 22A267-1kBa und 22A267-AxlkBa beschrieben durchgefiihrt. Das Eluat der GSH-
Sepharose wurde ber Nacht gegen 50 mM TrisBCI, pH 7,2, 150 mM NaCl, 1 mM DTT
dialysiert. Es wurde dann fur 8 h bei 5°C mit 1,5 U PreScission-Protease pro 100 pg GST-
22A159 verdaut. Ausgefallene Proteine wurden bei 5000 rpm, 4°C fir 20 min (Biofuge
Stratos, Heraeus) abzentrifugiert und der klare Uberstand mit einer Flussrate von 1 ml/min auf
eine 1 ml Mono-S-Sédule, die mit 50 mM NaH,PO,4, pH 7,2, 150 mM NaCl, 1 mM DTT
aquilibriert worden war, aufgetragen. Die Mono-S-Sdule wurde anschliefend mit dem
Aquilibrationspuffer gespiilt, bis kein GST mehr im Durchlauf detektiert wurde. Das
gebundene 22A159 wurde mit 50 mM NaH,PO,, pH 8,0, 500 mM NaCl, 1 mM DTT eluiert.
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Eluat aliquotiert, in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei —-80°C aufbewahrt.

IKBa mit N-terminalem (His)s-Epitop

BL21 (DE3) Zellen mit dem Expressionsplasmid pET28(a)+ IkBa wurden wie die GST-
Fusionsproteine induziert und geerntet. Die Bakterienpellets von 2 Liter Kultur wurden bei
RT aufgetaut und in 40 ml eiskaltem Startpuffer (50 mM NaH,PO,, 400 mM NacCl, 0,1%
(v/v) Triton X-100, 10 mM Imidazol, 5 mM B-Mercaptoethanol, pH 8,0) resuspendiert. Es
wurde Triton X-100 zu einer finalen Konzentration von 0,5% (v/v) und je 3 pug/ml Aprotinin,
Leupeptin und Pepstatin A sowie 0,5 mM PMSF zugegeben. Die Suspension wurde danach
30 min mit 1 mg/ml Lysozym unter Rihren auf Eis inkubiert und die Bakterien fir 5 x 30 sek
durch Ultraschall aufgeschlossen (Sonoplus HD 2070, Cycle 9, Titanteller TT13; Bandelin).
Zellwand- und Membranbruchstiicke wurden bei 20000 rpm, 4°C fir 30 min abzentrifugiert
(SS34 Rotor). Der klare Uberstand wurde mit einer Flussrate von 2 ml/min auf eine mit 10 ml
Ni-NTA-Agarose Fast Flow (Invitrogen) gepackten XK-16 Sdule (Amersham Pharmacia)
aufgetragen, die vorher mit Startpuffer aquilibriert worden war. Die Sé&ule wurde mit
Startpuffer gespdlt, bis kein Protein mehr im Durchlauf detektiert wurde. AnschlieRend
wurden unspezifisch gebundene Proteine mit Waschpuffer (50 mM NaH,PO,, 400 mM NacCl,
0,1% (v/v) Triton X-100, 20 mM Imidazol, 5 mM [3-Mercaptoethanol, pH 8,0) von der S&ule
entfernt. Eluiert wurde mit einem 50 ml linearen Gradienten von 100% Waschpuffer zu 100%
Elutionspuffer (50 mM NaH;PO,4, 400 mM NaCl, 250 mM Imidazol, 5 mM [3-Mercapto-
ethanol, pH 8,0). Die Eluate wurden tber Nacht gegen 50 mM TrisHCI, pH 8,0, 200 mM
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NaCl, 1 mM DTT dialysiert. Die dialysierten Eluate wurden dann, wie fir IkBa, 22A267-
IkBa und 22A267-AnIkBa beschrieben, tber eine Mono-Q-Saule fraktioniert.

2.6 Insektenzellkultur

Die verwendete Insektenzelllinie Sf-9 hat ihren Ursprung in der Zelllinie IPLBSF-21, die aus
den Ovarien von Spodoptera frugiperda Larven entstammt (Vaughn et al., 1977; O"Reilly et
al., 1992). Sf-9 Zellen wurden bei 27°C in SF-900 Il Medium kultiviert, das mit 10%
hitzeinaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin (alles von Life
Technologies) supplementiert wurde. Wenn die Zellen eine Konfluenz von 100% aufwiesen,
wurden sie durch vorsichtiges Abspilen mit Medium oder durch leichtes Klopfen abgeldst
und in einer 1/5 Verdinnung passagiert. Da Sf-9 Zellen nach der 30. Passage langsam ihre
Viabilitat und die Infizierbarkeit durch Baculoviren verlieren, ist es wichtig, zu Beginn einen
grofRen Vorrat an kryokonservierten Zellen anzulegen, auf den zuriickgegriffen werden kann.
Dazu wurden die Zellen in einer Dichte von 1 x 10’ Zellen/ml in 60% SF900 11, 30% FCS
und 10% DMSO fiir eine Stunde bei —20°C eingefroren und anschlielend flr 24-48 h bei
—80°C gelagert, bevor sie in fllssigen Stickstoff Gberfuhrt wurden.

2.7 Herstellung von rekombinanten Baculoviren

Zur Herstellung rekombinanter Baculoviren wurde das Bac-N-Blue™ Kit verwendet
(Invitrogen). Dabei werden Sf-9 Zellen mit dem pBlueBacHis2A Vektor, in den das Gen von
Interesse einkloniert wurde, zusammen mit linearisierter Virus-DNA cotransfiziert. Wahrend
der Transfektion kommt es zur Rekombination von linearisierter Virus-DNA und Vektor-
DNA, durch die ein ringférmiges DNA-Molekil entsteht, das alle fur die Virusreplikation
notwendigen Sequenzen enthdlt. Das zu exprimierende Gen ist nun unter der Kontrolle eines
Polyhedrin-Promotors. Ebenso entsteht nach einem erfolgreichen Rekombinationsereignis ein
komplettes lacZ-Gen, das aktive (3-Galactosidase codiert, was ein Screening nach blauen,
rekombinanten Plaques ermdglicht, wenn dem Medium X-Gal zugesetzt wurde.

2.7.1 Transfektion und Virusgewinnung

Fiir die Transfektion wurden 2 x 10° Sf-9 Zellen in einer 60 mm Schale ausgesat und mit
jeweils 4 pg der Konstrukte VP22-IkBa, VP22-AylkBa, VP22 und IkBa, die in
pBlueBacHis2A einkloniert wurden (s. 2.2), zusammen mit 0,5 pg linearisierter Bac-N-
Blue™ DNA gemiR dem Invitrogen-Protokoll unter Verwendung von Insectin-Plus™
Liposomen (Invitrogen) cotransfiziert. 2-3 Tage nach der Transfektion zeigten die Zellen erste
Anzeichen einer baculoviralen Infektion, die sich in vergroBertem Zellumfang, dem
Erscheinen von kristallin aussehenden viralen Korperchen (occlusion bodies) und dem
Ablbsen der Zellen von der Schale manifestierten. Nach 4 Tagen wurde der virushaltige
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Uberstand (2 ml) abgenommen und bei 4°C gelagert. Zum Nachweis der Produktion von
rekombinanten Baculoviren wurden die Zellen direkt anschlieBend mit X-Gal behandelt.
Dazu wurden sie fiur 15 min bei RT mit PBS/0,05% Glutaraldehyd fixiert, mit PBS
gewaschen und schlieBlich mit PBS/20 mM K Fe(CN)g/20 mM  KsFe(CN)g/2 mM MgCl,/
1 mg/ml X-Gal Uberschichtet. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C konnte man eine
intensive Blaufarbung bei etwa 2-10% der Zellen beobachten.

Da der Virustiter des abgenommenen Uberstands niedrig ist, empfiehlt es sich, vor dem
Plaque-Assay zur Isolierung von reinem rekombinantem Virus eine zweite Infektionsrunde
durchzufiihren. 2 x 10° Sf-9 Zellen wurden in einer 60 mm Schale in 1,5 ml Medium mit 300
ul Uberstand infiziert. Nach 3 Tagen wurde der neue Uberstand abgenommen und bis zum
Plaque-Assay bei 4°C aufbewahrt. Wurden die Zellen wie oben beschrieben mit X-Gal
behandelt, so farbten sich nach der zweiten Infektionsrunde 50-60% der Zellen blau.

2.7.2 Isolierung von reinen, rekombinanten Baculoviren

Wahrend der Produktion der rekombinanten Baculoviren nach Transfektion und
Rekombination entsteht auch ein gewisser Anteil an Wildtyp-Virus, was auf einen immer
vorhandenen ,,Hintergrund“ an ungeschnittener Bac-N-Blue™-DNA zuriickzufiihren ist. Dies
hat zur Folge, dass iber die Zeit in den abgenommenen Uberstanden der Titer der
rekombinanten Viren zugunsten von Wildtyp-Viren schnell abnimmt. Deswegen ist es
notwendig, reine rekombinante Viren mittels eines Plaque-Assays zu isolieren. Dazu wurden
in 10 mm Platten 5 x 10° Zellen ausgesat und mit jeweils einem Milliliter einer 102, 10, 10™
oder 10° Verdiinnung des Uberstands der zweiten Infektionsrunde in einem Gesamtvolumen
von 3 ml infiziert. Es wurden jeweils 4 Platten pro Verdinnung infiziert. Nach einer Stunde
Inkubation bei RT wurden die 3 ml Uberstand abgesaugt. 5 ml einer auf 47°C erwéarmten 1/1
Mixtur aus 2,5%iger Baculovirus Agarose (Invitrogen) und 1,3x SF-900 Medium (Life
Technologies) wurde mit 5 ml 1,3 x SF-900 Medium/10% FCS/Pen/Strep/150 pg/ml X-Gal
versetzt und mit dieser Mischung wurden die Zellen vorsichtig tiberschichtet. Nachdem die
Agarose ausgehartet war, wurden die Platten mit Parafilm umwickelt und bei 27°C inkubiert.
Nach 4-5 Tagen wurden blaue Plaques von rekombinanten Viren sowie 1-2 weil3e Plaques
von Wildtyp-Viren gepickt und dazu verwendet, jeweils 5 x 10° Sf-9 Zellen in 2,5 ml
Medium, die in 12-well Mikrotiterplatten ausgesat worden waren, zu infizieren. Nach 3 Tagen
wurden die Zellen vorsichtig abgelést und ein Aligout von 0,75 ml der Zellsuspension
abgenommen. Der Rest der Zellen verblieb fur weitere 4-5 Tage in den Platten, bis sie
vollstdandig durch die freigesetzten Viren lysiert waren. Die Zellbruchstiicke wurden
abzentrifugiert und der klare virushaltige Uberstand bei 4°C gelagert.

Aus dem abgenommenen 0,75 ml Aliquot wurde Virus-DNA isoliert, um mittels PCR zu
verifizieren, dass die gepickten rekombinanten Virus-Plaques wirklich frei von Wildtyp-Viren
waren. Die Zellsuspension wurde bei 5000 rpm fur 3 min (Biofuge fresco, Heraeus) zur
Entfernung von Zellen und Zellbruchstiicken zentrifugiert, der klare Uberstand mit 0,75 ml
eiskaltem 20% Polyethylenglykol in 1 M NaCl gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert.

27



MATERIAL UND METHODEN

Dann wurden die Viruspartikel durch Zentrifugation bei 13000 rpm, 4°C fir 10 min pelletiert
und in 100 pl sterilem ddH,O resuspendiert. Es wurden 10 pl Proteinase K (10 mg/ml)
zugegeben und fir eine Stunde bei 50°C inkubiert. Nach einer Phenol-Chloroformextraktion
wurde die Virus-DNA nach Zugabe von Natriumacetat (0,3 M) und Glycogen (5 mg/ml) mit
100% Ethanol geféllt und nach einmaligem Waschen mit 70% Ethanol in 10 pl ddH,O
resuspendiert. 5 pl davon wurden zur PCR eingesetzt. Die verwendeten Primer
(57 5-TTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTG-3"; 3":5-CAACAACGCACAGAATCTAGC-
3") flankieren das Polyhedrin-Gen, das in rekombinanter Virus-DNA herausgeschnitten, in
Wildtyp-Viren jedoch vorhanden ist. Die PCR-Reaktion wurde nach den im Invitrogen-
Protokoll angegebenen Bedingungen durchgefuhrt und anschlieend auf einem 1% Agarose-
Gel analysiert. Ist Wildtyp-Virus-DNA vorhanden, so erhélt man eine Bande bei 839 bp,
wahrend rekombinante Virus-DNA eine Bande liefert, die der GroRe des einklonierten Gens
+ 338 bp entspricht.

Mit den Uberstanden, die reine rekombinante Baculoviren enthielten (P1 Stocks), wurden
zwei weitere Infektionsrunden durchgefiihrt, um schlieRlich einen Stock mit hohem Virus-
Titer zu erhalten (P3 Stock), mit dem Sf-9 Zellen fir die Proteinexpression infiziert wurden.

2.8 Baculovirale Expression und Aufreinigung von Proteinen

Der Virustiter der P3-Stocks wurde (ber einen Plague-Assay, der wie unter 2.7.2 beschrieben
durchgefiihrt wurde, bestimmt. Hierbei kamen 10 und 107 Verdiinnungen der P3-Stocks zur
Anwendung. Als MaB fir den Virustiter wurde bei der Auswertung der Assays der [pfu/ml]-
Wert (pfu: plaque forming units) bestimmt, der sich aus folgender Formel ergibt:

pfu/ml = Anzahl der Plaques x 1/Verdinnung

Mit Kenntnis des [pfu/ml]-Wertes lieR sich ermitteln, wieviel ml des P3-Stocks man zu einer
bestimmten Zellzahl zugeben musste, um einen definierten MOI-Wert (MOI: multiplicity of
infection) zu erhalten:

ml, die vom P3-Stock eingesetzt werden = {MOI (pfu/cell) x Zellzahl} / Virustiter (pfu/ml)

Der MOI-Wert ist anschaulich die Anzahl der Viren, die auf eine Zelle entfallen. Fir die
Expression der rekombinanten Proteine wurde zur Infektion der Sf-9 Zellen soviel des P3-
Stocks eingesetzt, bis ein MOI-Wert von 10 pfu/cell erzielt wurde.

Die Expression der Konstrukte wurde zundchst in kleinem Malistab in Sf-9 Zellen, die in
35 mm Schalen ausgesat wurden, getestet. Nachdem mittels Western-Blot (s. 2.16) die
Expression der Konstrukte verifiziert und die optimale Expressionsdauer bestimmt worden
war, wurden fur die Aufreinigung der Proteine Sf-9 Zellen in groBem Malistab infiziert. Dazu
wurden 2 x 10" Sf-9 Zellen in 175 cm? Flaschen ausgesat und mit einem MOI-Wert von
10 pfu/cell infiziert. Nach 72 h wurden die Zellen geerntet, bei 1000 rpm, 5 min, RT
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(Heraeus, Omnifuge 2.0 RS) pelletiert, einmal mit eiskaltem PBS gewaschen, erneut pelletiert
und schlieflich bis zur Aufreinigung bei —80°C eingefroren. Fir eine Aufreinigung wurden
Sf-9 Zellen eingesetzt, die aus 30 175 cm? Flaschen gewonnen wurden.

VP22-1kBa, VP22 und IkBa

Die Sf-9 Zellpellets wurden in 60 ml eiskaltem TOTEX-Puffer (,total cell extract”, 20 mM
HEPES, pH 7,9, 350 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 20 % (v/v)
Glycerol, 1 % (v/v) NP-40, 1 mM DTT, 2 mM PMSF, je 3 pug/ml Aprotinin, Leupeptin und
Pepstatin A) lysiert. Membranbruchstiicke wurden in einem SS34 Rotor fiir 30 min bei 15000
rom und 4°C abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde mit 120 ml Verdinnungspuffer
(20 mM TrisBCI, pH 7,7, 5% (v/v) Glycerol, 5 mM [-Mercaptoethanol, je 3 pg/ml
Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A) auf 180 ml gebracht und mit 16 ml Q-Sepharose Fast
Flow (Amersham Pharmacia) fir 1 h bei 4°C auf einem Schdttler inkubiert. AnschlieRend
wurde mit insgesamt 80 ml 50 mM NaH,PO,, pH 7,7, 140 mM NacCl, 10% (v/v) Glycerol,
5 mM [(-Mercaptoethanol gewaschen und die gebundenen Proteine mit 40 ml 50 mM
NaH,PQO4, pH 7,0, 500 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol, 5 mM [-Mercaptoethanol, je 3 pug/mi
Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A eluiert. Nach Zugabe von Imidazol zu einer finalen
Konzentration von 10 mM und der Einstellung des pH-Wertes auf 8,0 wurde das Eluat mit
4 ml Ni-NTA-Agarose (Invitrogen) fir 1 h bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert und die
Mischung dann in eine leere Econo-Pac-Saule (Biorad, Munchen) pipettiert. Die Saule wurde
mit 20 ml 50 mM NaH,PQO,, pH 8,0, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10% (v/v) Glycerol,
5 mM [-Mercaptoethanol gewaschen. Die Proteine wurden mit 2x 2,5 ml Elutionspuffer
(50 mM NaH,PQOq4, pH 8,0, 500 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol, 5 mM [3-Mercaptoethanol)
+ 80 mM Imidazol, 2x 2,5 Elutionspuffer + 120 mM Imidazol sowie 2x 2,5 ml Elutionspuffer
+ 200 mM Imidazol eluiert. Alle drei Proteine befanden sich in den beiden Elutionsfraktionen
mit 120 mM Imidazol sowie in der 1. Fraktion mit 200 mM Imidazol. Diese Eluate wurden
vereinigt und Uber Nacht gegen Mono-Q-Startpuffer (50 mM Tris[HCI, pH 8,0, 150 mM
NaCl, 10% (v/v) Glycerol, 5 mM [-Mercaptoethanol) dialysiert. Das Dialysat wurde mit einer
Flussrate von 1 ml/min auf eine 1 ml, mit Startpuffer aquilibrierte Mono-Q-S&ule (Amersham
Pharmacia) aufgetragen und die Saule anschlieBend mit 30 ml Startpuffer gewaschen. Eluiert
wurde mit einem linearen Gradienten von 30 ml ausgehend vom Startpuffer zum Mono-Q-
Elutionspuffer (50 mM TrisHCI, pH 7,2, 500 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol, 5 mM [-
Mercaptoethanol). Es wurden 1 ml Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen, die die Proteine in
gewinschter Konzentration enthielten (alle drei Proteine eluierten ab einer NaCl-
Konzentration von etwa 400 mM), wurden vereinigt. Nach Bestimmung der Protein-
konzentration wurden die vereinigten Eluate aliquotiert, in fllissigem Stickstoff eingefroren
und bei —80°C gelagert.
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VP22

Die Lyse der Sf-9 Zellen wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die 60 ml des klaren
Lysates wurden mit 120 ml 20 mM NaH,PO,4, pH 7,0, 5% (v/v) Glycerol, 5 mM [3-
Mercaptoethanol, je 3 pg/ml Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A auf 180 ml verdiinnt. Nach
Einstellung des pH-Wertes auf 7,0 wurde die Verdinnung mit 16 ml SP-Sepharose Fast Flow
(Amersham Pharmacia) fir 1 h bei 4°C auf einem Schdttler inkubiert. Die SP-Sepharose
wurde mit 80 ml 50 mM NaH,PO,4, pH 7,0, 140 mM NacCl, 10% (v/v) Glycerol, 5 mM [3-
Mercaptoethanol gewaschen und die gebundenen Proteine mit 40 ml 50 mM NaH,PQ,,
pH 8,0, 500 mM NacCl, 10% (v/v) Glycerol, 5 mM [3-Mercaptoethanol, je 3 pug/ml Aprotinin,
Leupeptin und Pepstatin A eluiert. Nach Zugabe von Imidazol zu einer Endkonzentration von
10 mM wurde das Eluat Ober Ni-Agarose wie fir VP22-IkBa und IkBa angegeben
aufgereinigt. Die Elutionsfraktionen der Ni-Agarose wurden vereinigt und tber Nacht gegen
Mono-S-Startpuffer (50 mM NaH,PO,, pH 7,0, 150 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol, 5 mM 3-
Mercaptoethanol) dialysiert. Das Dialysat wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min auf eine
1 ml, mit Startpuffer aquilibrierte Mono-S-Séule (Amersham Pharmacia) aufgetragen. Die
Séule wurde mit 30 ml Startpuffer gewaschen und die Proteine anschliefend mit einem
linearen Gradienten von 30 ml, ausgehend vom Startpuffer zum Mono-S-Elutionspuffer
(50 mM NaH,PO,, pH 7,8, 500 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol, 5 mM [3-Mercaptoethanol),
eluiert. Die gesammelten 1 ml Fraktionen, die VP22 in gewinschter Konzentration enthielten
(VP22 eluierte ab einer NaCl Konzentration von etwa 350 mM), wurden vereinigt. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die vereinigten Eluate aliquotiert, in fllissigem
Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

2.9 Zellkultur und Kryokonservierung eukaryontischer Zellen

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Zelllinien in RPMI-1640 Medium, das mit 10%
hitzeinaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin (alles von Life
Technologies) supplementiert wurde, kultiviert. Die Zellen wuchsen bei 37°C mit 5% CO; in
wasserdampfgeséttigter Atmosphare und wurden in einer logarithmischen Wachstumsphase
gehalten.

Zur Kryokonservierung wurden 20-30 x 10° Zellen pelletiert, in 1,5 ml eiskaltem
Einfriermedium (Kulturmedium, 20% FCS, 10% DMSO) resuspendiert und in ein
Kryorohrchen tberfiihrt. Die Zellen wurden bei —20°C fiir 2 h eingefroren, Uber Nacht bei
—80°C aufbewahrt und anschlieRend in flussigem Stickstoff gelagert.

Kryokonservierte Zellen wurden in Kultur genommen, indem die Zellsuspension im
Kryorohrchen in einem 37°C Wasserbad bis zum Verbleib eines kleinen Eiskristalles
aufgetaut wurde. Die Zellsuspension wurde dann in ein 15 ml Falconréhrchen pipettiert, in
dem 10 ml Kulturmedium vorgelegt worden waren. Die Zellen wurden pelletiert, in 5 ml
Kulturmedium resuspendiert und in eine 75 cm?® Kulturflasche Gberfihrt, in der 10 ml
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Kulturmedium vorgelegt worden waren. Danach wurden die Zellen wie oben beschrieben
kultiviert.

2.10 Import von VP22-Fusionsproteinen

Zellen wurden am Tag vor dem Importassay in 35 mm Kulturschalen ausgesét, so dass sie vor
Zugabe der rekombinanten VP22-Fusionsproteine eine Konfluenz von 60-70% aufwiesen.
Das Kulturmedium wurde durch 1 ml frisches Medium mit 10% FCS und Antibiotika ersetzt.
Die bakteriell oder baculoviral exprimierten und aufgereinigten Proteine wurden direkt in das
neue Medium verabreicht und die Zellen mit den Proteinen fiir 15-30 min bei 37°C inkubiert.
Sollten die Zellen zusatzlich mit TNFa stimuliert werden, so wurde TNFa direkt, ohne das
Medium zu wechseln, zu einer finalen Konzentration von 20 ng/ml zugegeben und die Zellen
wurden weitere 15-30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen 1x mit 1,5 ml Kulturmedium + 10% FCS gewaschen. Die Zellen wurden in
Medium auf Eis durch Abschaben geerntet und noch insgesamt 3x mit eiskaltem FCS
supplementiertem Medium sowie abschliefend 1x mit eiskaltem PBS gewaschen.

2.11 Import von IkBa durch das Importpeptid Pep-1

Entsprechende unter 3.3 angegebene Mengen des Importpeptids Pep-1 (Stammlésung:
2 mg/ml in ddH,0O) wurden mit ddH,O oder 60% DMSO auf 200 ul verdinnt und mit 10 pg
bakteriell exprimiertem und aufgereinigtem IkBa mit N-terminalem (His)s-Epitop, das in
200 pl PBS verdunnt worden war, gemischt. Zur Ausbildung der IkBa/Pep-1-Komplexe
wurde die Mischung fir 30 min bei RT inkubiert. Zellen, die in einer 35 mm Kulturschale
ausgesat worden waren, wurden dann vorsichtig mit der Mischung uberschichtet, nachdem
das Medium abgesaugt worden war. Nach Zugabe von 800 ul serumfreiem Medium wurden
die Zellen fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Ohne den IkBa/Pep-1-Komplex abzunehmen, wurden
danach 1,5 ml Kulturmedium + 10% FCS hinzupipettiert und die Zellen fur weitere 2 h beli
37°C belassen. Die Zellen wurden durch Trypsinierung geerntet und nach extensivem
Waschen mit eiskaltem FCS-haltigem Medium und PBS wie unter 2.13 beschrieben lysiert.

2.12 Gewinnung von cytosolischen und Zellkernextrakten

Die geernteten und gewaschenen Zellen wurden in 100 ul hypotonischem Lysepuffer (Puffer
A: 10 mM HEPES, pH 7,9, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 2 mM
PMSF, je 3 pg/ml Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A) resuspendiert. Nach 20 min
Inkubation auf Eis wurden die geschwollenen Zellen lysiert, indem sie mit einer Insulinspritze
5x durch eine 22 G-Kanile gesaugt wurden. Die Zellkerne wurden durch Zentrifugation bei
7000 rpm, 4°C fur 2 min (Biofuge fresco, Heraeus) sedimentiert, der Uberstand erneut
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zentrifugiert (13000 rpm, 4°C, 20 min) und das nun klare cytosolische Extrakt bei —80°C
aufbewahrt. Das Zellkernpellet wurde in 40 ul Hochsalzpuffer (Puffer C: 20 mM HEPES, pH
7,9, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 2 mM PMSF, je 3 pg/ml
Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin A) aufgenommen und anschlieend intensiv fur 30 min
bei 4°C gevortext. Nach Zentrifugation bei 13000 rpm, 4°C fir 20 min wurde der klare
Uberstand (Zellkernextrakt) bei —80°C eingefroren. Der Proteingehalt der cytosolischen und
der Zellkernextrakte wurde nach der Methode von Bradford (1976) bestimmt.

2.13 Gewinnung von Ganz-Zellextrakten

Fur die Gewinnung von Ganz-Zellextrakten (cytosolisches und Zellkernextrakt) wurden die
Zellen einer 35 mm Kaulturschale nach Ernte und Waschen in 60 ul TOTEX-Puffer (,,total
cell extract”, 20 mM HEPES, pH 7,9, 350 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,1 mM
EGTA, 20% (v/v) Glycerol, 1% (v/v) NP-40, 1 mM DTT, 2 mM PMSF, je 3 pg/ml Aprotinin,
Leupeptin und Pepstatin A) fir 10 min auf Eis lysiert. Membranbruchstiicke wurden bei
13000 rpm, 4°C fiir 20 min abzentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus) und der klare Uberstand
nach Bestimmung des Proteingehalts (Bradford, 1976) bei —-80°C aufbewahrt.

2.14 Lysattest

293 Zellen wurden in DMEM Medium (Life Technologies), supplementiert mit 10% FCS und
Antibiotika, in drei 35 mm Kulturschalen ausgesét. Am ndchsten Tag wurden die Zellen mit
jeweils 2 pug DNA der Expressionskonstrukte pro 35 mm Kulturschale transfiziert. Die
Transfektionen wurden mit Lipofectamin PLUS (Invitrogen) entsprechend der Anleitung des
Herstellers durchgefiihrt. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet, vereinigt
und wie unter 2.12 beschrieben mit insgesamt 350 pl hypotonem Lysepuffer lysiert. Dann
wurden gemaR dem unter 2.12 aufgefuhrten Protokoll die verbleibenden Zellkerne mit 150 pl
Hochsalzpuffer extrahiert. Die klaren Lysate wurden vereinigt, mit 500 pl Kulturmedium
+ 10% FCS gemischt und zu Zellen gegeben, die in einer 35 mm Kulturschale ausgesét
worden waren. Nach 15 min Inkubation bei 37°C wurde die Lysat/Medium-Mischung
abgesaugt und die Zellen wie unter 2.10 beschrieben geerntet.

2.15 EMSA (electrophoretic mobility shift assay, Gelshift)

Die DNA-Sonde mit dem NF-kB Erkennungsmotiv wurde mittels der T4-Polynukleotid-
Kinase (T4-PNK) an seinen freien 5 -Hydroxylgruppen durch [y-*P]ATP radioaktiv markiert
(Endmarkierung). Dazu wurden 30 pCi (3000 pCi/umol [y-**P]JATP (Hartmann Analytic,
Braunschweig)), 2,65 pmol NF-kB-Sonde (Promega, Heidelberg) und 10 U T4-PNK (Life
Technologies) in einem Gesamtvolumen von 30 pl fir 30 min bei 37°C inkubiert. Zu dem
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Reaktionsansatz wurden anschlieRend 60 ul STE-Puffer (10 mM TrisHCI, pH 7,5, 10 mM
NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) zugegeben und nicht umgesetzte radioaktive Nukleotide Uber
MicroSpin™ G25 Saulchen (Amersham Pharmacia) abgetrennt. Die Markierungseffizienz
wurde mittels eines Szintillationszahlers bestimmt (Modell 1409, EG&G Wallac, Turku,
Finnland).

Zur Bindungsreaktion wurden 10 pg Gesamtproteinmenge von entsprechenden Ganz-
Zellextrakten oder Zellkernextrakten mit 50000 cpm der markierten DNA-Sonde, 2 ug BSA,
2 ug Poly[dI-dC] (Roche, Mannheim) und 4 pl 5x Bindungspuffer (20 mM HEPES, pH 7,5,
50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 20% (w/v) Ficoll, 1 mM DTT) in einem Gesamtvolumen von
20 pl fir 15 min bei RT inkubiert. Der gesamte Reaktionsansatz wurde tber ein 4%iges,
nichtdenaturierendes Polyacrylamid-Gel in 0,5x TBE-Puffer bei 200 V, RT fir 2 h
aufgetrennt. Das Gel wurde anschliefend auf Whatman-Papier unter Vakuum bei 70°C 2 h
getrocknet, mit Zellophanfolie umwickelt und in einer Kassette mit einem Film bei —80°C fur
4-24 h exponiert.

2.16 Reportergenstudien

Generell wurden alle gleich zu behandelnden Messansétze als Duplikate angelegt. Zellen in
einer 35 mm Kulturschale wurden mit 1 pg des Reportergenplasmids 6kB, in dem das Gen
der firefly-Luciferase unter der Kontrolle eines Promotors mit sechs NF-kB-Bindungsmotiven
steht (Schmitz und Baeuerle, 1991), transfiziert. 24-40 h nach der Transfektion wurden die
Zellen fur 5 h mit TNFa (20 ng/ml) oder PMA (100 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden
nach Ernte und Waschen mit PBS in 200 ul Lysepuffer (25 mM Glycyl-Glycin, 15 mM
MgSQ,4, 4 MM EGTA, 1 mM DTT, 1% (v/v) Triton X-100, pH 7,8) fur 10 min auf Eis lysiert.
Nach Abzentrifugieren von Organellen und Membranbruchstiicken wurden 50 ul des Kklaren
Lysats zu einem well einer weilen 96er Platte mit flachem Boden pipettiert, in dem bereits
100 pl Reaktionspuffer (25 mM Glycyl-Glycin, 15 mM K3PO4, 15 mM MgSO,4, 4 mM
EGTA, 1 mM DTT, 2 mM ATP, pH 7,8) vorgelegt worden waren. Die Messung wurde mit
einem MicroLumat PLUS LB96V Luminometer (Berthold Technologies, Bad Wildbad)
durchgefiihrt. Uber einen Injektor wurden vom Luminometer automatisch 100 pl einer
Luciferinlosung (0,3 mg/ml in ddH,0) zu dem Reaktionsansatz gegeben und die Messzeit
betrug 30 Sekunden. Die erhaltenen Messwerte wurden auf den Gesamtproteingehalt der
Zelllysate normiert, der nach der Methode von Bradford (1976) bestimmt wurde.

2.17 Immunoblot (Western-Blot)

Gleiche Gesamtproteinmengen von cytosolischen, Zellkern- oder Ganz-Zellextrakten wurden
mit 4x SDS-Ladepuffer (250 mM TrisHCI, pH 6,8, 40% (v/v) Glycerol, 8,2% (w/v) SDS,
400 pg/ml Bromphenolblau, 4% (v/v) B-Mercaptoethanol) versetzt, 5 min bei 99°C inkubiert
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und mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) getrennt. Je nach GréRe des
zu detektierenden Proteins wurden 10-15%ige SDS-Gele eingesetzt. Durch Elektroblotting
bei 500 mA, 4°C fur 90 min wurden die Proteine auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran
(Amersham Pharmacia) transferiert. Die Membranen wurden 1 h mit 5% (w/v) fettarmem
Trockenmilchpulver in TBS (10 mM TrisHCI, pH 7,5, 150 mM NaCl) geblockt und
daraufhin fir 1 h mit dem primaren Antikorper inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen mit
TBS/0,05% Tween-20 wurde der entsprechende Peroxidase-gekoppelte sekundare Antikorper
fir 1 h zugegeben. Die Membranen wurden dann extensiv mit TBS/0,05% Tween-20
gewaschen und die Reaktion mit verstarkter Chemilumineszenz unter Verwendung von ECL-
Reagenz (Amersham Pharmacia) entwickelt.

Eingesetzte Verdinnungen der primaren Antikorper (s. 2.1): anti-VP22: 1/10000; anti-IkBa:
1/500; anti-RGSH,-Epitop: 1/2000; anti-CMV-Epitop: 1/1000; anti-Aktin: 1/100.

Eingesetzte Verdinnungen der sekundéren Antikorper (s. 2.1): Ziege-anti-Kaninchen IgG
HRP-gekoppelt: 1/20000; Ziege-anti-Maus 1gG HRP-gekoppelt: 1/10000.

2.18 Indirekte Immunfluoreszenz

Zellen wurden auf runden 16 mm Deckglaschen (Promochem, Wesel) kultiviert und
behandelt. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen fur 15 min bei —20°C mit eiskaltem
Methanol fixiert und permeabilisiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS fur 30
min bei RT in PBS/10% NCS (Life Technologies) geblockt. Die Inkubation mit dem priméren
Antikorper, verdinnt in PBS/10% NCS, erfolgte fur 30 min bei RT. Die Zellen wurden
zweimal 5 min in PBS und einmal kurz in PBS/10% NCS gewaschen und mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten sekundédren Antikérper fur 15 min bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurde zweimal fir 5 min mit PBS gewaschen und die Zellen in Hydromount
(National Diagnostics, Atlanta, USA) auf Objekttragern eingebettet, die bei 4°C im Dunkeln
aufbewahrt wurden. Mikroskopiert wurde an einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse
TE300, SpotAdvanced Kamera und Software, Visotron Systems, Puchheim) oder an einem
konfokalen Laserscanmikroskop (Olympus 1X70, Fluoview Software).

Eingesetzte Verdinnungen der primdren Antikorper (s. 2.1): anti-VP22: 1/1000; anti-IkBa:
1/100; anti-RGSH,-Epitop: 1/200; anti-CMV-Epitop: 1/100.

Eingesetzte Verdinnungen der sekundaren Antikorper (s. 2.1): Ziege-anti-Maus 1gG und
Ziege-anti-Kaninchen IgG Rhodamin-gekoppelt: 1/200; Ziege-anti-Maus 1gG und Ziege-anti-
Kaninchen IgG OregonGreen™ 488-gekoppelt: 1/500.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von IkBa und p65ATAD als VP22-Fusionsproteine
in eukaryontischen Zellen

Wird VP22 in eukaryontischen Zellen exprimiert, so akkumuliert es zuné&chst im Cytoplasma
der transfizierten Zellen. Nach etwa 24 h beginnt das gebildete VP22 aus diesen Zellen aus-
zuwandern und wird von den benachbarten, nicht transfizierten Zellen aufgenommen, wo es
dann im Zellkern lokalisiert ist (Elliott und O Hare, 1997). Es wurde gezeigt, dass auch
VP22-Fusionsproteine diese als spread bezeichnete Eigenschaft aufweisen. (Elliott und
O’Hare, 1997; Phelan et al., 1998; Dilber et al., 1999; Elliott und O Hare, 1999). Somit bietet
VP22 die Mdoglichkeit, ein Protein bei suboptimaler Transfektionseffizienz in annahernd
100% der Zielzellen einzubringen (s. 1.2). Daher wurde zun&chst untersucht, ob mittels dieser
Strategie der Transkriptionsfaktor NF-kB effektiv inhibiert werden konnte, wenn sein
Inhibitor IkBa und das NF-kB/Rel-Protein p65 ohne Transaktivierungsdoméne (p65ATAD)
als VP22-Fusionsproteine in entsprechenden Zielzellen exprimiert wurden.

| oST | kBa | vP22 |3 | vP22 |3

[ _wvp22 | ST [ IkBa_ |

[ vP22 | kBa_ |3 VP22 | p65ATAD |3
[ vP22_ | IkBa__| VP22 | p65ATAD |
| _IkBa__| VP22 |3 | p65ATAD | VP22 |3
| VP22 | AJkBa | [ p65ATAD | VP22 |
[ VP22 | AJkBa |2 [p65ATAD |3

L_kBa ||

Abbildung 3: Klonierte VP22-IkBa-Konstrukte fir die Expression in eukaryontischen Zellen. Alle
Konstrukte wurden in den Expressionsvektor pc49ep+2 einkloniert. Die codierenden Sequenzen sind unter der
Kontrolle eines CMV-Promotors. Ein C-terminales CMV-Epitop bot eine zusétzliche Méglichkeit zur Detektion
der exprimierten Proteine. Eingefligtes GST sollte eine Aufreinigung oder eine Immunprézipitation der
Konstrukte erleichtern. Bei AylkBa handelt es sich um ,,Superrepressor“-Varianten von IkBa, bei denen die
regulatorische N-terminale Doméne (AS 1-69) von IkBa weggeschnitten wurde. Diese enthdlt die Serin- und
Lysinreste, die fur die Phosphorylierung und anschlieende Ubiquitinierung von IkBa notwendig sind. AylkBa
kann weiterhin mit NF-kB interagieren und den Transkriptionsfaktor inhibieren, wird aber nicht mehr durch NF-
KB aktivierende Stimuli abgebaut. PB5ATAD kann mit anderen NF-kB-Untereinheiten dimerisieren und an seine
Erkennungsmotive in den Promotoren seiner Zielgene binden, ist jedoch transkriptionell inaktiv und stellt somit
einen potenten Inhibitor der NF-kB-Aktivitat dar. IkBa-CMV, p65ATAD-CMV und VP22-CMV dienten als
Kontrollkonstrukte.
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Verschiedene VP22-1kBa- und VP22-p65ATAD-Expressionskonstrukte wurden kloniert, die
in Abbildung 3 schematisch dargestellt sind. Als Ausgangsvektor diente der von pcDNA1
abgeleitete Vektor pc49ep+2 (Leslie et al., 1996). Die codierenden Sequenzen stehen unter
der Kontrolle eines CMV-Promotors. In zwei der IkBa-Fusionsproteine wurde GST
eingefiigt, um eine Aufreinigung oder eine Immunprazipitation zu erleichtern. Einige der
Konstrukte wurden mit einem C-terminalem CMV-Epitop versehen, um eine zusatzliche
Detektionsmdglichkeit zu erhalten. Bei den VP22-AnlkBa-Fusionskonstrukten wurde die
regulatorische N-terminale Doméne von IkBa (AS 1-69) weggeschnitten. Diese ist nicht flr
die Inhibition von NF-kB notwendig, enthalt aber die Serin- und Lysinreste, die fur die
Phosphorylierung und Ubiquitinierung von IkBa verantwortlich sind (s. 1.1). Somit stellt
AnIkBa einen ,,Superrepressor dar, der auch nach NF-kB aktivierenden Stimuli nicht
abgebaut wird, sondern den Transkriptionsfaktor in einem inaktiven Zustand hélt. PE6SATAD
kann mit anderen NF-kB/Rel-Proteinen dimerisieren und an entsprechende kB-
Erkennungsmotive in der DNA binden. Durch das Fehlen der C-terminalen Trans-
aktivierungsdoméne (AS 354-551) st es jedoch nicht moglich, den basalen
Transkriptionskomplex zu rekrutieren, was p65ATAD zu einem potenten Inhibitor der NF-kB
abhangigen Transkription macht.

Analyse der Expression der VP22-1kBa-Fusionsproteine mittels Western-Blot

Mit den klonierten VP22-1kBa-Konstrukten wurden verschiedene Zelllinien transfiziert und
ihre Expression mittels Western-Blot analysiert. Dazu wurden die Zellen 40-48 h nach der
Transfektion geerntet und die Verteilung der exprimierten Proteine auf die cytosolische und
die Kernfraktion der Zellen untersucht. Abbildung 4 zeigt die Detektion der VP22-IkBa-
Fusionsproteine und von Kontrollkonstrukten in HelLa Zellen. Alle VP22-1kBa-
Fusionsproteine wiesen die erwartete GréRe auf und wurden sowohl durch einen anti-IkBa
als auch durch einen anti-VP22 Antikorper detektiert. Die Expressionsrate lag deutlich Gber
der des endogen synthetisierten IkBa (Abb. 4A, Spuren 7-10; Abb. 4C, Spuren 7-14; Abb.
4D, Spuren 5-14; endogenes IkBa ist durch ,,»* gekennzeichnet). Bei den beiden Konstrukten
mit C-terminalem VP22, GST-IkBa-VP22-CMV und IkBa-VP22-CMV, wurden
gleichermallen mit dem anti-VP22 und dem anti-IkBa Antikorper starke Abbauprodukte
detektiert (Abb. 4A, Spuren 9 u. 10; Abb. 4C, Spuren 13 u. 14), wahrend alle Ubrigen
Fusionsproteine mit N-terminalem VP22 stabil waren und keine nennenswerte
Fragmentierung aufwiesen. In MCF-7 und COS-1 Zellen wurde ein entsprechendes
Expressionsprofil gefunden (Daten nicht gezeigt). Schaut man auf die relative Verteilung der
exprimierten Proteine auf Cytosol und Zellkern, so féllt auf, dass sémtliche VP22-IkBa-
Konstrukte hauptsachlich in der cytosolischen Fraktion (,,c*) lokalisiert waren, wahrend von
den Kontrollproteinen (VP22, VP22-GFP und VP22-TK) ein weitaus grofierer Anteil in der
Zellkernfraktion (,,n*, nucleus) zu finden war.
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Abbildung 4: Analyse der Expression der VP22-1kBa-Konstrukte in HeLa Zellen durch Western-Blot.
(A)-(D) Unterschiedliche Expressionstests in HeLa Zellen. Die Zellen wurden 40-48 h nach Transfektion mit
den entsprechenden Konstrukten geerntet. Es wurden cytosolische (,,c*) und Kernextrakte (,,n“) hergestellt, von
denen jeweils gleiche Gesamtproteinmengen auf die Gele aufgetragen wurden. Die exprimierten Proteine
wurden mit einem anti-VP22 oder einem anti-IkBa Antikorper detektiert. Mit ,,»* ist endogenes IkBa markiert.
VP22-GFP: VP22-green fluorescent protein; VP22-TK: VP22-Thymidin-Kinase.
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Die VP22-1kBa-Fusionsproteine sind potente Inhibitoren der NF-kB-Aktivierung

Nachdem die Expression der VP22-lkBa-Fusionsproteine durch Western-Blot-Analyse
bestatigt worden war, wurde untersucht, ob die hergestellten Konstrukte auch funktionell
aktiv waren. Die Fahigkeit, die Aktivierung von NF-kB zu inhibieren, wurde mittels EMSA
(electrophoretic mobility shift assay)/Gelshift analysiert. Die Zellen wurden 40 h nach der
Transfektion fiir 20 min oder 4 h mit TNFa, einem der starksten Induktoren von NF-kB,
behandelt. AnschlieBend wurden Zellkernextrakte prépariert, die mit einem radioaktiv
markierten Oligonukleotid mit NF-kB-Erkennungsmotiv inkubiert wurden. Die Bindungs-
reaktionen wurden Uber ein nichtdenaturierendes Gel aufgetrennt. In Abbildung 5 sind die
Gelshifte von entsprechend behandelten Zellkernextrakten aus HeLa Zellen dargestellt. In den
Kontrollzellen, die mit Leervektor transfiziert wurden, verursachte die Behandlung mit TNFa
fir 20 min oder 4 h eine starke Aktivierung von NF-kB (Abb. 5A). Expression der VP22-
IkBa- und der VP22-AnlkBa-Fusionsproteine hingegen bewirkte eine nahezu vollstandige
Inhibierung des Transkriptionsfaktors. Weder nach 20 min noch nach 4 h Behandlung mit
TNFa konnte aktiviertes NF-kB in den jeweiligen Kernextrakten detektiert werden (Abb.
5A,B). Die Fusionskonstrukte erwiesen sich als mindestens genauso effiziente Inhibitoren wie
uberexprimiertes IkBa. Dass IkBa in Abbildung 5B nur zu einer partiellen Inhibition von
NF-kB fuhrt, lasst sich mit einer in diesem Experiment geringeren Transfektionseffizienz
erklaren. Doch auch hier wird die NF-kB-Aktivierung durch die VP22-IkBa-Proteine effektiv
blockiert. Die gleichen Ergebnisse wurden nach Expression der Konstrukte in MCF-7 Zellen
erhalten (Daten nicht gezeigt). Damit wurde bestétigt, dass sowohl die N-terminalen und C-
terminalen Fusionen von VP22 mit IkBa als auch die Fusionen von VP22 mit AylkBa und
GST-IkBa funktionell aktive Proteine lieferten. Die Inhibitionseffekte kamen nur durch die
IKBa-Proteine und nicht durch VP22 zustande, da die Expression von VP22 alleine keinen
Einfluss auf die Aktivierung von NF-kB hatte (Abb. 5B).

Die VP22-1kBa-Fusionsproteine zeigen keine transzellulare Migration (spread)

Durch Western-Blot und EMSA waren die Integritdt und Funktionalitat der VP22-IkBa-
Proteine gezeigt worden. Nun wurde durch indirekte Immunfluoreszenz untersucht, ob die
Fusion mit VP22 die transzellulare Migration (spread) und damit eine breite, extensive
Verteilung der IkBa Proteine fordert. HeLa und MCF-7 Zellen wurden 40-48 h nach
Transfektion mit den Fusionskonstrukten fixiert, permeabilisiert und mit Antikérpern gegen
IkBa oder das CMV-Epitop inkubiert. Nach Féarbung mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelten sekundaren Antikorper wurden die Zellen mikroskopisch analysiert. Abbildung 6
zeigt beispielhaft die Expression von VP22, VP22-IkBa-CMV und VP22-AnIkBa-CMYV in
MCF-7 Zellen. Nach der Detektion der Proteine durch den CMV-Epitop Antikdrper wurden
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Abbildung 5: Inhibition der DNA-Bindung von aktiviertem NF-kB durch VP22-1kBa-Fusionsproteine.
(A) und (B) zeigen zwei unterschiedliche EMSA-Experimente. HeLa Zellen wurden 40 h nach Transfektion mit
den unter A und B angegebenen Konstrukten fir 20 min oder 4 h mit TNFa stimuliert. Die aus den Zellen
anschlieBend gewonnenen Kernextrakte wurden mit einem radioaktiv markierten Oligonukleotid, das ein NF-
KB-Erkennungsmotiv besitzt, inkubiert. Die Bindungsreaktionen wurden Uber ein nichtdenaturierendes Gel
aufgetrennt. Aktiviertes NF-kB bindet an das Oligonukleotid und der entstandene Komplex weist eine stark
verminderte elektrophoretische Mobilitat gegeniiber dem freien Oligonukleotid (,,0“) auf, was zu einem ,,shift*
der Bande fiihrt (markiert mit einem Pfeil). Mit ,,»* sind unspezifisch auftretende Banden gekennzeichnet.
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die Zellen unter einem konfokalen Laserscanmikroskop angeschaut. VP22 lieferte das
charakteristische spread-Muster: In den transfizierten Zellen war das Protein Giber die gesamte
Zelle verteilt mit einem starken cytoplasmatischen Anteil. In den benachbarten Zellen wurde
VP22 mit etwas geringerer Fluoreszenzintensitat ausschlie3lich im Kern detektiert, was die
Folge der transzellularen Migration des Proteins aus den ursprunglich transfizierten
Produzentenzellen war. Exprimiertes VP22-IkBa-CMV und VP22-AnIkBa-CMV  akku-
mulierten im Cytoplasma der transfizierten Zellen. Es war jedoch kein Protein in den
Nachbarzellen nachzuweisen. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Western-Blot-Daten, die
aufzeigten, dass samtliche VP22-1kBa-Proteine vorwiegend in der cytosolischen Fraktion zu
finden waren, wéhrend ein betréchtlicher Anteil von VP22, VP22-TK und VP22-GFP in der
Kernfraktion lokalisiert war (vermutlich aufgrund des spreads). Generell lie® sich in MCF-7
und HelLa Zellen weder mit dem IkBa noch mit dem CMV-Epitop Antikdrper ein spread der
exprimierten VP22-IkBa-Proteine beobachten (Daten nicht gezeigt).

Leervektor VP22 VP22-IkBa VP22-A\lkBa

Abbildung 6: Die VP22-IkBa-Proteine weisen keinen spread auf. MCF-7 Zellen wurden 48 h nach
Transfektion mit den angegebenen Konstrukten fixiert, permeabilisiert und mit einem anti-CMV-Epitop
Antikérper inkubiert. Der verwendete sekundére Antikdrper war mit OregonGreen™ 488 gekoppelt. Die Zellen
wurden anschlieBend mit einem konfokalen Laserscanmikroskop analysiert. Exprimiertes VP22 zeigte einen
charakteristischen spread von den transfizierten Zellen (zwei sind mit einem gelben Pfeil markiert) in die
benachbarten Zellen, wo es im Zellkern lokalisiert war. VP22-IkBa und VP22-AylkBa wiesen keine
transzelluldre Migration auf. Das exprimierte Protein verblieb im Cytoplasma der transfizierten Zellen.

Auch die VP22-p65ATAD-Proteine sind funktionell aktiv, aber weisen keinen spread auf

Die Expression der VP22-p65ATAD-Fusionsproteine wurde nach Transfektion von MCF-7
und HeLa Zellen ebenfalls mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht. Alle Konstrukte
wurden von einem anti-p65 Antikorper erkannt (Abb. 8H-J). Die Konstrukte mit C-
terminalem CMV-Epitop lielRen sich auch mit einem anti-CMV-Epitop Antikorper detektieren
(Abb. 8C-E). Die Aktivitat der p65ATAD-Proteine konnte nicht Uber eine Inhibition der
DNA-Bindung in einem EMSA bestatigt werden, da die Proteine sehr wohl in der Lage sind,
an die NF-kB Erkennungsmotive (kB-Stellen) zu binden. Ihr Potential, die NF-kB abhéngige
Transkription zu inhibieren, wurde daher in Reportergenstudien analysiert. Dazu wurden
MCF-7 Zellen mit den angegebenen Konstrukten und einem Reportergenplasmid, in dem die
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firefly-Luciferase unter der Kontrolle eines Promotors mit 6 kB-Stellen steht, kotransfiziert.
40 h spater wurden die Zellen fir 5 h mit TNFa behandelt und anschlielend die
Luciferaseaktivitat in den Zellextrakten bestimmt (Abb. 7). Wahrend die mit Leervektor und
VP22 transfizierten Zellen nach TNFa-Stimulation eine deutlich erhdhte Luciferaseaktivitét
im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen aufwiesen, hatte TNFa in den Zellen, in denen
die p65ATAD-Konstrukte exprimiert wurden, keinen Einfluss auf die Luciferaseaktivitét.
Sogar die basale Aktivitat der Luciferase lag nach Expression von VP22-p65ATAD und
p65ATAD deutlich niedriger als in Zellen, die mit Leervektor oder VP22 transfiziert worden
waren (Abb. 7, weiBe Sdulen). Der leichte Inhibitionseffekt, der mit VP22 alleine im
Vergleich zum Leervektor erzielt wurde, kénnte auf die unspezifische DNA-Bindung von
VP22 zuriickzufihren sein, was in der schwachen Hemmung der Transkription des
Reportergens resultieren konnte. Die komplette Hemmung der TNFa induzierten
Luciferaseaktivitdt nach Expression der p65ATAD-Proteine bestatigte jedoch, dass diese
Konstrukte potent und spezifisch die NF-kB abhédngige Transkription inhibieren konnten und
somit funktionell aktiv waren.
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Abbildung 7: Inhibition der NF-kB abh&ngigen Transkription durch die VP22-p65ATAD-Konstrukte im
Reportergenassay. MCF-7 Zellen wurden 40 h nach Kotransfektion mit den angegebenen Konstrukten und
einem Reportergenplasmid, in dem das Gen der firefly-Luciferase unter der Kontrolle eines Promotors mit sechs
NF-kB-Erkennungsmotiven (6 kB) steht, fir 5 h mit TNFa (20 ng/ml) behandelt. Die gemessene
Luciferaseaktivitat (RLU; relative light units) wurde auf den Gesamtproteingehalt der Lysate normiert. Die
Messansétze wurden als Duplikate angelegt.

Wie die VP22-IkBa-Proteine zeigten allerdings auch die VP22-p65ATAD-Proteine keinerlei
Anzeichen einer transzellularen Migration (Abb. 8). Die Expression der Konstrukte lag in
MCEF-7 Zellen deutlich ber der Expression des endogen synthetisierten p65. Im konfokalen
Laserscanmikroskop wurden die exprimierten Proteine von einem anti-p65 Antikorper
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erkannt bei einer Laserintensitat, die so gering war, dass endogenes p65 nicht detektiert wurde
(Abb. 8H-J). Erst eine Verstarkung der Intensitdt machte das endogene p65 sichtbar (Abb.
8F,G). Im Gegensatz zu VP22 (Abb. 8B) konnte trotz der guten Expression weder mit dem
anti-CMV Antikorper (Abb. 8C-E) noch mit dem anti-p65 Antikdrper (Abb. 8H-J) ein spread
der VP22-p65ATAD-Proteine nachgewiesen werden. Wahrend die VP22-IkBa-Proteine
(Abb. 6) und ebenso das endogene p65 (Abb. 8F,G) hauptséchlich im Cytoplasma lokalisiert
waren, akkumulierten die p65ATAD-Proteine im Zellkern der transfizierten Zellen (Abb. 8C-

E und 8H-J).

Leervektor

VP22

VP22-p65ATAD

PB5SATAD-VP22

PB5SATAD
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Abbildung 8: Die VP22-
p65ATAD-Proteine weisen
keinen spread auf.

MCF-7 Zellen wurden 48 h
nach der Transfektion mit den
angegebenen Konstrukten
fixiert und permeabilisiert. Die
exprimierten Proteine wurden
mit einem anti-CMV-Epitop
(A-E) oder einem anti-p65
Antikorper (F-J) detektiert. Die
verwendeten sekundéren Anti-
kérper waren mit Oregon-
Green™ 488 gekoppelt. Die
Fluoreszenzaufnahmen wurden
an einem konfokalen Laser-
scanmikroskop gemacht.
Wiéhrend VP22 die charak-
teristische transzelluldre Migra-
tion zeigte (B), konnte fir die
VP22-p65ATAD-Konstrukte
weder mit dem anti-CMV-
Epitop Antikdrper (C-E) noch
mit dem anti-p65 Antikdrper
(H-J) ein spread nachgewiesen
werden. Die Aufnahmen in F
und G wurden im Vergleich zu
den Aufnahmen H-J mit leicht
erhdhter  Laserintensitdt ge-
macht, so dass hier auch
endogenes p65 sichtbar wurde.
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3.2 Expression und Import von rekombinanten VP22-1kBa-
Fusionsproteinen

Da weder die VP22-IkBa- noch die VP22-p65ATAD-Fusionsproteine eine transzellulére
Migration zeigten, war die gewéhlte Strategie, die Gene in die Zellen einzuschleusen und tber
den spread der exprimierten Proteine den gewinschten Effekt der NF-kB-Inhibierung zu
erreichen, ungeeignet. Als Elliott und O"Hare 1997 den spread von VP22 und VP22-
Fusionsproteinen publizierten, wiesen sie jedoch ebenfalls nach, dass auch exogen
verabreichte VVP22-Fusionsproteine von Zellen effektiv aufgenommen werden. In diesen
Import-Experimenten verwendeten sie rohe, ungereinigte Lysate von Zellen, in denen die
entsprechenden Fusionsproteine exprimiert worden waren. Es wurde daher untersucht, ob die
VP22-1kBa- und VP22-p65ATAD-Proteine Uber diesen Ansatz der klassischen Protein-
transduktionstechnologie in Zellen eingeliefert werden konnen. Dabei sollten jedoch
gereinigte, rekombinante Proteine zum Einsatz kommen.

3.2.1 Expression von VP22-IkBa in E. coli

Zunachst wurde versucht, die VP22-IkBa- und VP22-p65ATAD-Proteine in E. coli zu
exprimieren. Es wurden verschiedene Expressionsvektoren mit 6x Histidin- (His)s und GST
(Glutathion-S-Transferase)-Fusionen  fur eine effiziente affinitdtschromatographische
Aufreinigung getestet. Mit keinem der verwendeten Vektorsysteme lie sich VP22 alleine
oder VP22 mit N- oder C-terminal fusioniertem IkBa oder p65ATAD zur Expression bringen.
Auf Coomassie-gefarbten Gelen waren die Fusionsproteine nicht zu detektieren und eine
Western-Blot-Analyse zeigte, dass das wenige produzierte Protein sofort nach Beginn der
Expression fragmentiert wurde (Daten nicht gezeigt). Einzig IkBa ohne VP22 wurde in allen
getesteten Systemen gut exprimiert und war problemlos aufzureinigen (Protokolle in 2.5).

Die C-terminale Hélfte von VP22 scheint fur die meisten Eigenschaften von VP22 wie
Mikrotubulibindung, Chromatinbindung und transzellulare Migration verantwortlich zu sein,
wobei die 34 C-terminalen Aminosduren (AS 268-301) absolut essentiell fur den spread und
den Import von VP22 sind (Elliott und O"Hare, 1997). Deswegen wurde getestet, ob
Fusionsproteine aus IkBa und p65ATAD mit der C-terminalen Halfte von VP22 (AS 160-
301; VP22A;.159) oder sogar nur mit den letzten 34 Aminosauren von VP22 (AS 268-301;
VP22A1.267) eine hohere Expression und Stabilitdt aufweisen und ob diese Proteine
Transduktionspotential besitzen. Die entsprechenden Konstrukte sind nachfolgend als 22A159
und 22A267 bezeichnet.
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Abbildung 9: Bakterielle Expression der IkBa- und p65ATAD-Konstrukte. (A) IkBa und AylkBa
wurden N-terminal mit VP22A, 159 (22A159) und VP22A, 557 (22A267) fusioniert. Die Konstrukte wurden in
den Vektor pGEX-6P-2 kloniert, so dass die Proteine mit N-terminalem GST exprimiert wurden. (B)
Expression der unter A dargestellten GST-Fusionen. Lysate von Bakterienkulturen vor (,-“) und nach
Induktion der Expression durch 0,5 mM IPTG (,,+*) sind nach Auftrennung Uber ein SDS-Polyacrylamidgel
und Farbung mit Coomassie Brilliant Blue R250 gezeigt. M: Proteinmarker. (C) Expressionstest von GST-
p65ATAD und (His)g-p65ATAD. Zu keinem der angegebenen Zeitpunkte nach Induktion mit IPTG konnte
auf Coomassie Brilliant Blue R250 gefarbten Gelen eine Expression nachgewiesen werden. Die Position der
zu erwartenden Banden ist durch einen Pfeil markiert. M: Proteinmarker. (D) Detektion von exprimiertem
(His)s-p65ATAD mittels Western-Blot durch einen anti-p65 Antikdrper. Die (His)s-p65ATAD-Bande ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet. A: Bakterien nach 6 h IPTG-Induktion vor Aufschluss durch 1% TritonX-
100, 30 min Verdau mit Lysozym (1 mg/ml) und Sonifizieren. U: Klarer Uberstand nach Aufschluss. P:
Pellet nach Zentrifugation des Aufschlusses.

22A159-1kBa, 22A267-1kBa, 22A159-AnIkBa und 22A267-AnIkBa fusioniert mit N-
terminalem GST wiesen tatsdchlich eine starke, induzierbare Expression auf (Abb. 9A,B).
Alle exprimierten Proteine hatten die erwartete GréRRe und wurden in Coomassie-geféarbten
Gelen als stark hervortretende Banden detektiert. Die Expression von 22A159-IkBa und
22A159-AnIkBa war zwar stark, aber deutlich schwécher als die der entsprechenden
Fusionen mit 22A267 (Abb. 9B). Da die Proteine mit der kompletten VVP22-Sequenz gar
nicht exprimiert wurden, scheint eine Korrelation zwischen Expressionsrate und Lange der
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VP22-Sequenz zu bestehen. Im Gegensatz zu den IkBa-Konstrukten wurden 22A159-
P65ATAD und 22A267-p65ATAD nicht besser und stabiler exprimiert als VP22-p65ATAD
(Daten nicht gezeigt). Jedoch konnte schon von p65ATAD alleine weder als GST- noch als
(His)s-Fusion auf Coomassie-gefarbten Gelen eine Expression nachgewiesen werden (Abb.
9C). Nur im Western-Blot wurde das produzierte Protein sichtbar (Abb. 9D). Das wenige
exprimierte Protein befand sich jedoch ausschlieflich in inclusion bodies, wie ein
Testaufschluss der Bakterien zeigte (Abb. 9D). Nach 6 h Induktion mit IPTG wurde ein Teil
der Bakterien geerntet und in PBS resuspendiert (,,A* in Abb. 9D). Nach dem Aufschluss
durch Zugabe von 1% Triton X-100, Lysozymverdau und Sonifizieren befand sich das
gesamte p65ATAD in der unl6slichen Pelletfraktion (,,P*), wahrend im klaren Uberstand
(,,U*) kein Protein detektiert werden konnte. Trotzdem wurde versucht, (His)s-p65ATAD
denaturierend in 8 M Harnstoff aufzureinigen, was allerdings zu geringe Mengen an Protein
ergab, um genlgend Material (vor allem nach vorherigem Renaturieren) fir
Importexperimente zu produzieren (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde im Folgenden das
Augenmerk auf die Expression und Reinigung der IkBa-Fusionskonstrukte gerichtet.

Die affinitatschromatographische Aufreinigung von GST-22A159-IkBa und GST-
22A159-AyIkBa Uber GSH-Sepharose erfordert eine VVorreinigung tiber Q-Sepharose

Exprimierte GST-22A267-1kBa- und GST-22A267-AxlkBa-Proteine lieBen sich nach dem
Aufschluss der E. coli Kulturen problemlos iber eine GSH-Sepharosesdule aufreinigen
(Daten nicht gezeigt, Protokoll in 2.5). Wurden jedoch die klaren Uberstande aus
Aufschliissen von GST-22A159-1kBa und GST-22A159-AylkBa produzierenden Bakterien
auf die GSH-S&ule aufgetragen, so wurde im Eluat stets nur fragmentiertes Protein gefunden
(Abb. 10A, ,,E®). In Abbildung 10A ist die Reinigung von GST-22A159-AnIkBa dargestellt.
Hier war der Aufschluss der Bakterien nicht optimal, da ein groBer Anteil des Proteins in der
unléslichen Pelletfraktion (,,P*) verblieb. Das gleiche Bild der Elution von der GSH-S&ule
ergab sich ebenfalls bei besseren Aufschlissen und auch mit GST-22A159-IkBa (Daten nicht
gezeigt). Es wurde daher untersucht, ob ein der GSH-S&ule vorangestellter Reinigungsschritt
die Bindung und vor allem die Elution der intakten Proteine ermdglichte. Eine
Ammoniumsulfat-Féallung des klaren Uberstandes brachte keinen Erfolg (Daten nicht
gezeigt). Alternativ wurde eine Vorreinigung durch lonenaustausch-Chromatographie
getestet. 22A159-1kBa-Proteine sind regelrechte Dipole. Bei physiologischem pH verleihen
die vielen basischen Aminosaurereste von 22A159 dem N-terminalen Teil des Fusionsproteins
eine starke positive Gesamtladung, wéhrend die zahlreichen Glutamat- und Aspartatreste von
IKBa eine starke negative Ladung der C-terminalen Hélfte verursachen. Deshalb wurde die
Bindung an einen Kationenaustauscher (SP-Sepharose) und an einen Anionenaustauscher (Q-
Sepharose) bei verschiedenen pH-Werten untersucht. Abbildung 10B zeigt, dass 22A159-
AnIKBa bei diesem Test im kleinen Malstab effektiv bei pH 6,0 an SP-Sepharose sowie bei
pH 7,5 und 8,0 an Q-Sepharose binden konnte und als intaktes Protein eluiert wurde. Die
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Vorreinigung Uber Q-Sepharose erwies sich dann auch im groRen MaRstab als sehr
erfolgreich (Abb. 10C). Durch Ausschutteln des klaren Lysats im Batchverfahren wurde der
Hauptanteil des exprimierten GST-22A159-AylkBa an Q-Sepharose gebunden und eine
betrachtliche Aufreinigung des Proteins erzielt (Abb. 10C, ,,DQ" - ,,EQ®). Vor allem aber
konnte das vorgereinigte GST-22A159-AnIkBa nach Dialyse und Auftrag auf eine GSH-
Sepharosesdule als intaktes Protein eluiert werden (Abb. 10C, ,,E1* u. ,,E2). Die Strategie
wurde ebenfalls erfolgreich fur GST-22A159-IkBa angewendet (Abb. 11C).

A GSH-Seph.
Vi NNA U P D W E

C Q-Seph. GSH-Seph.
A U P DOWQ EQ D W ElE2

B SP-Seph.  Q-Seph.
pH 6,0 65 7,0 7,0 7,5 8,0

anti-lkBa

Abbildung 10: Aufreinigung von GST-22A159-AyIkBa tber GSH-Sepharose mit und ohne Vorreinigung
Uber Q-Sepharose. GST-22A159-AyIkBa ist jeweils mit einem Pfeil markiert. (A) Dokumentation der
Expression und Reinigung des Proteins (ber eine GSH-S4ule ohne Vorreinigung lber Q-Sepharose auf einem
Coomassie Brilliant Blue gefarbten SDS-Gel. VI: vor Induktion; NI: nach Induktion; A: resuspendiertes
Bakterienpellet vor Aufschluss; U: klarer Uberstand nach Aufschluss; P: Pelletfraktion nach Aufschluss; D:
Durchlauf; W: Waschfraktion; E: Eluat der GSH-Sepharose-Séule. (B) Bakterien wurden nach 3 h Induktion der
Expression von GST-22A159-AylkBa in einem Phosphatpuffer (fiir SP-Sepharose) oder einem Trispuffer (fir
Q-Sepharose) mit jeweils 20 mM NaCl bei den angegebenen pH-Werten lysiert. Die klaren Lysate wurden fur 30
min bei 4°C mit SP- oder Q-Sepharose im Batchverfahren inkubiert. Nach Elution mit entsprechenden
Hochsalzpuffern (750 mM NaCl) wurden die Eluate mittels Western-Blot analysiert. An die lonenaustauscher
gebundenes und eluiertes Protein wurde durch einen anti-IkBa Antikorper detektiert. (C) Dokumentation der
Expression und Reinigung des Proteins uber eine GSH-S&ule nach Vorreinigung uber Q-Sepharose auf einem
Coomassie gefarbten Gel. DQ: Durchlauf; WQ: Waschfraktion; EQ: Elution von Q-Sepharose.

Bei der in den Pelletfraktionen (P) auftretenden, sehr prominenten Bande handelt es sich um Lysozym.
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Abspaltung und Abtrennung von GST

Fir den Erhalt von 22A159-1kBa, 22A267-1kBa, 22A159-AnIkBa und 22A267-AnIkKBa
musste im ndchsten Schritt GST entfernt werden. Viele der kommerziellen GST-
Expressionsvektoren haben zu diesem Zweck eine Thrombin-Schnittstelle, die das
Abschneiden von GST durch Thrombin-Verdau ermdglicht. Da VP22 jedoch in seiner C-
terminalen Hélfte mindestens eine Thrombin-Schnittstelle besitzt, wurde zur Klonierung und
Expression der Konstrukte der Vektor pGEX-6P-2 eingesetzt, der eine spezifische
Schnittstelle fiir eine rhenovirale Protease (PreScission'™-Protease) hat. Dabei trat allerdings
das Problem auf, dass es nach Zugabe dieser Protease zum irreversiblen Ausfallen der
Proteine im Verdauansatz kam (Abb. 11A). Nach 2 h Inkubation von GST-22A159-AyIkBa
mit PreScission™-Protease befand sich fast das gesamte Protein im unléslichen Prazipitat
(,,P*) und nur noch wenig in Lésung (,,L*), obwohl der Verdau zu diesem Zeitpunkt noch
nicht komplett war (Abb. 11A). Die Prézipitatbildung schien nicht auf die VP22-Sequenz
zurlckzufihren sein, sondern trat generell bei allen exprimierten und aufgereinigten
Proteinen, die in pGEX-6P-2 kloniert wurden, auf. Nach Austesten von verschiedensten
Bedingungen wurde gefunden, dass 0,01% Triton X-100 im Verdauansatz das Ausfallen zwar
nicht komplett unterbinden, jedoch soweit vermindern kann, dass auch nach vollstdndigem
Verdau (6-8 h) noch genugend Protein in Losung war (Abb. 11B, Spur 3; Abb. 11C, ,,\VL").
Die 22A159- und 22A267-1kBa-Fusionsproteine konnten danach problemlos iber eine Mono-
Q-Séule von GST getrennt werden, das nicht an die S&ule gebunden wurde, sondern sich im
Durchlauf befand (Abb. 11B, Spur 4; Abb. 11C, ,,D“ -, E2%).

22A159-AyIkBa und 22A267-AnIkBa werden spezifisch von Zellen aufgenommen, nicht
aber die entsprechenden GST-Fusionsproteine

Fur die Aufnahme von reinen, rekombinanten VVP22-Fusionsproteinen in Zellen waren bisher
keine Reaktionsbedingungen bekannt, was z. B. die eingesetzte Proteinmenge, die
Importkinetik und den Einfluss duRerer Parameter, wie etwa die Gegenwart von Serum,
anging. 22A159-AnIkBa und GST-22A159-AnIkBa waren die ersten Kandidaten, die auf ihr
Proteintransduktionspotential getestet wurden (Abb. 12). Jeweils 10 ug der Proteine wurden
in Vollmedium (+ 10% FCS) oder serumfreiem Medium zu MCF-7 Zellen in einer 35 mm
Kulturschale gegeben. Nach 30 min wurden die Zellen geerntet und extensiv mit Vollmedium
und PBS gewaschen. Die Aufnahme der Proteine wurde durch Detektion mit einem anti-lkBa
Antikorper in einem Western-Blot der hergestellten Gesamtzellextrakte analysiert (Abb. 12,
linker Teil, obere Halfte). 22A159-AnIkBa wurde sowohl in serumhaltigem wie in
serumfreiem Medium effektiv in die Zellen importiert (Pfeil mit spitzem Ende). Die
Konzentration des aufgenommenen Proteins war in den Zellextrakten hoher als die
Konzentration des endogenen IKkBa (,,**). GST-22A159-AnIkBa (Pfeil mit rundem Ende)
ergab eine deutlich schwéchere Bande, die nach Verabreichung des Proteins in serumhaltigem
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Abbildung 11: Entfernung von GST. In A-C sind die GST-Fusionsproteine durch einen Pfeil mit spitzem
Ende, die Proteine ohne GST durch einen Pfeil mit rundem Ende und abgespaltenes GST durch ,,0
gekennzeichnet. (A) Die Abspaltung von GST aus GST-22A159-AylkBa durch die PreScission™-Protease fiihrt
zum irreversiblen Ausfallen der Proteine. VV: Dialysat der Eluate von der GSH-Saule vor Zugabe der Protease;
P: aufgeschlemmtes Pellet der prazipitierten Proteine nach 2 h Verdau; L: klarer Uberstand nach Abtrennung der
ausgefallenen Proteine. (B) Die Schritte der Aufreinigung von 22A159-AylkBa nach Optimierung des
Proteaseverdaus durch Zugabe von 0,01% Triton X-100. (C) Aufreinigung von 22A159-IkBa. A:
resuspendiertes Bakterienpellet vor Aufschluss; U: klarer Uberstand nach Aufschluss; P: Pellet nach
Zentrifugation des Aufschlusses; DQ und EQ: Durchlauf und Eluat der Q-Sepharose; W und E1-6:
Waschfraktionen und Eluate 1-6 der GSH-Sepharoseséaule; VVV: Dialysat der gepoolten GSH-Eluate vor Verdau;
VO0: Verdauansatz direkt nach Zugabe der Protease; VG: gesamter Verdauansatz nach 6 h; VL: Verdauansatz
nach Abzentrifugation prézipitierter Proteine; D, E1 und E2: Durchlauf, Eluate 1 und 2 der Mono-Q-Séule.
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Medium kaum noch sichtbar war. Exogen zugegebenes IkBa-Protein besitzt die gleiche
elektrophoretische Mobilitat wie endogen synthetisiertes IkBa, was zu einer Uberlagerung
der Banden im Western-Blot flihrte (,,»). Trotzdem ist offensichtlich, dass es nach Inkubation
in serumfreiem Medium zu einer Verstirkung der IkBa-Bande kam, wahrend nach
Inkubation in Vollmedium hauptséchlich endogenes IkBa in den Zellextrakten detektiert
wurde. Es wurden wesentlich gréRere Mengen von 22A159-AylkBa als von GST-22A159-
AnIkBa oder IkBa in den Zellextrakten gefunden. Auch die Gegenwart von Serum hatte im
Gegensatz zu den beiden anderen Proteinen keinen hemmenden Einfluss auf die Detektion
von 22A159-AylkBa. Dies zeigte, dass die 22A159-AnlkBa-Banden auf spezifischen Import
des Proteins zurtickzufiihren waren. Das Auftreten der schwachen Banden von GST-22A159-
AnIkBa und exogenem IkBa kam wahrscheinlich durch unspezifische Effekte wie die
Wechselwirkung der Proteine mit der Plasmamembran zustande, die in Abwesenheit von
Serum verstarkt wurden. Im Folgenden wurden daher alle Import-Experimente in
Vollmedium durchgefiihrt.

+ Serum - Serum

—0 -

e

Ladekontrolle
2 pg Protein

Abbildung 12: 22A159-AyIkBa wird effektiv von Zellen aufgenommen. 10 pg von 22A159-AylkBa, GST-
22A159-AyIkBa und IkBa wurden in 1 ml serumhaltigem oder serumfreiem Medium verdiinnt und zu MCF-7
Zellen, die eine Konfluenz von 60-70 % aufwiesen, in eine 35 mm Kulturschale gegeben. Nach 30 min
Inkubation bei 37°C wurden die Zellen extensiv mit Vollmedium und PBS gewaschen und Gesamtzellextrakte
hergestellt. Die Aufnahme der Proteine wurde durch Detektion mit einem anti-lkBa Antikdrper in einem
Western-Blot analysiert (linke Halfte, oberer Teil). 22A159-AyIkBa ist durch einen Pfeil mit spitzem Ende,
GST-22A159-AyIkBa durch einen Pfeil mit rundem Ende, exogenes und endogenes IkBa durch ,,«* markiert.
Die Gabe gleicher Mengen von rekombinantem Protein zu den Zellen wurde neben einem Bradford-Assay auch
Uber ein Coomassie Brilliant Blue R250 geféarbtes SDS-Gel bestétigt, auf das jeweils 2 pg der aufgereinigten
Proteine aufgetragen worden waren (rechte Hélfte). Mit ,,0“ ist die Aktin-Bande (Detektion durch einen anti-
Aktin Antikorper) gekennzeichnet, die als Ladekontrolle fur den Western-Blot diente.
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Die Ergebnisse des ersten Assays wurden in weiteren Versuchen bestatigt (Abb. 13). Nur
22A159-AnIkBa (Pfeil mit spitzem Ende), nicht aber GST-22A159-AnIkBa, GST-IkBa oder
IkBa, wurde spezifisch von Zellen aufgenommen (Abb. 13A). Auch 22A267-AnIkBa (Pfeil
mit rundem Ende) wurde in die Zellen importiert, jedoch in geringerem MaRe als 22A159-
AnIkBa (Abb. 13A,B). Dies zeigte, dass in der Tat die letzten 34 Aminoséuren von VP22 fur
die Transduktion ausreichend waren, die langere VP22-Sequenz des 22A159-Konstruktes aber
die Effektivitat der Transduktion erhdhte. Wie bei 22A159-AylkBa konnte keine Aufnahme
der GST-Fusion von 22A267-AnIkBa beobachtet werden (Abb. 13A). Wurden die Zellen
nach 30 min Inkubation mit den rekombinanten Proteinen fiir weitere 30 min mit TNFa
behandelt, so kam es erwartungsgemél zur IKK- und Proteasom abh&ngigen Degradation von
endogenem IkBa (,,»*; Abb. 13A,B). Interessanterweise verlor auch die 22A267-AnIkBa-
Bande deutlich an Intensitdt, obwohl durch das Fehlen der N-terminalen regulatorischen
Doméne von IkBa in diesem Konstrukt der induzierte Abbau des Proteins verhindert werden
misste. Demgegeniber wurde internalisiertes 22A159-AyIkBa auch in Lysaten von TNFa
behandelten Zellen ohne nennenswerten Verlust detektiert (Abb. 13A,B). Es wurde weiterhin
die Dosisabhangigkeit der Aufnahme von 22A159-AnlkBa und 22A267-AnIkBa untersucht
(Abb. 13B). Der intrazellulare Gehalt des gut importierten 22A159-AylkBa konnte bei einer
Erhohung der Dosis des eingesetzten Proteins von 10 pg auf 40 pg auf etwa das Doppelte
gesteigert werden. Die gleiche Dosiserhdhung bei dem schwécher importierten 22A267-
AnIkBa fuhrte sogar ungefahr zu einer Vervierfachung des aufgenommenen Proteins, so dass
auch mit 22A267-AnIkBa intrazelluldre Konzentrationen erreicht werden konnten, die tber
der von endogen exprimiertem IkBa lagen.

22A159-1kBa und 22A159-AyIkBa inhibieren NF-kB in vitro aber nicht in vivo

Nachdem die spezifische Aufnahme von 22A159-AnIkBa und 22A267-AnIkBa nachgewiesen
worden war, wurde ihre Fahigkeit getestet, nach erfolgtem Import in die Zellen NF-kB zu
inhibieren. So wurde mit den Gesamtzellextrakten des in Abbildung 13A dargestellten
Experiments ein EMSA durchgefiihrt. IkBa sowie sdémtliche GST-Fusionsproteine hatten
keinen hemmenden Einfluss auf die TNFa induzierte Bindung von NF-kB an seine
Konsensussequenz (Abb. 14), was in Ubereinstimmung mit der Tatsache war, dass sie nicht in
die Zellen eintransportiert worden waren (Abb. 13A). Doch ebenso war weder mit 22A159-
AnIKBa noch mit 22A267-AnIkBa eine auch nur partielle Inhibition der NF-kB Aktivitat in
den TNFa stimulierten Extrakten zu erreichen (Abb. 14). Dies war enttduschend und
uberraschend zugleich, da in den Lysaten von unbehandelten Zellen die Konzentration des
importierten 22A159-AnIkBa Uber der des endogenen IkBa lag und nach TNFa-Behandlung
der intrazelluldre Gehalt von 22A159-AylkBa nahezu konstant blieb (Abb. 13A), so dass
zumindest von diesem Protein ein Inhibitionseffekt erwartet wurde.
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Abbildung 13: 22A159-AyIkBa und 22A267-AnIkBa, nicht aber ihre GST-Fusionen, werden in Zellen
importiert. (A) 10 pg der angegebenen aufgereinigten Proteine wurden in 1 ml serumhaltigem Medium
verdinnt und zu MCF-7 Zellen, die eine Konfluenz von 60-70 % aufwiesen, in eine 35 mm Kulturschale
gegeben. Nach 30 min Inkubation bei 37°C wurden die Zellen fur weitere 30 min mit TNFa (20 ng/ml)
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und extensiv mit Vollmedium und PBS gewaschen. In den
hergestellten Gesamtzellextrakten wurde die Aufnahme der Proteine durch Detektion mit einem anti-IkBa
Antikorper in einem Western-Blot analysiert (linke Hélfte). 22A159-AylkBa ist durch einen Pfeil mit spitzem
Ende, 22A267-AylkBa durch einen Pfeil mit rundem Ende, exogenes und endogenes IkBa durch ,,e* markiert.
Die Verabreichung gleicher Mengen an rekombinantem Protein wurde tber ein Coomassie Brilliant Blue R250
gefarbtes SDS-Gel bestatigt, auf das jeweils 2 ug der aufgereinigten Proteine aufgetragen worden waren (rechte
Hélfte). (B) Der Importassay wurde wie unter A beschrieben durchgefiihrt. Die Aufnahme verschiedener Dosen
der Proteine wurde in einem Western-Blot der Gesamtzellextrakte (anti-lkBa Antikorper) detektiert.
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Abbildung 14: Aufgenommenes 22A159-AyIkBa und 22A267-AyIkBa sind nicht in der Lage, NF-kB zu
inhibieren. Mit den gleichen Gesamtzelllysaten des in Abbildung 13 beschriebenen Import-Experiments wurde
ein EMSA durchgefiihrt. Der Komplex aus aktiviertem NF-kB und dem radioaktiv markierten Oligonukleotid
mit NF-kB-Erkennungsmotiv (kB-Motiv) ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. ,,»“: unspezifisch auftretende
Bande, die die gleichmaRige Beladung des Gels dokumentiert. ,,0*: freies, ungebundenes Oligonukleotid.

Dass 22A159-AnlkBa in den in vivo Import-Experimenten keinen hemmenden Effekt auf die
NF-kB-Aktivitat zeigte, konnte darauf zurlickzufiihren sein, dass das aufgenommene Protein
in den Zellen nicht frei zuganglich war, z. B. durch Einschluss in membranumhllte Vesikel
oder durch Aggregatbildung der Proteine. Dann hatte auch intakt importiertes, natives
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22A159-AnIkBa keine Mdoglichkeit, mit NF-kB-Dimeren zu wechselwirken. Das Versagen
von 22A159-AnIkBa NF-kB zu binden, konnte andererseits ebenso am Protein selbst liegen.
Zwar erwiesen sich IkBa- und AylkBa-Fusionen mit komplettem VP22 nach Expression in
eukaryontischen Zellen als potente NF-kB-Inhibitoren (Abb. 5), jedoch konnte die verkurzte
Variante 22A159 zu einer Fehlfaltung des gesamten Proteins gefuhrt haben oder mit dem
IkBa-Teil in einer Weise wechselwirken, die die NF-kB-Bindung verhindert.

Die funktionelle Integritat der Fusionsproteine wurde in in vitro-Versuchen getestet. IkBa
und AxlkBa binden sowohl an freies NF-kB und an NF-kB/DNA-Komplexe, wobei sie den
Transkriptionsfaktor von der DNA entfernen (1.1.2). So wurde in EMSAs untersucht, ob die
aufgereinigten Proteine fahig waren, die DNA-Bindung von aktiviertem NF-kB in TNFa
stimulierten Zellextrakten zu blockieren (Abb. 15). Dazu wurden geringe Mengen der
Proteine (1 oder 10 ng) in der Bindungsreaktion zusammen mit Gesamtzelllysaten von TNFa
behandelten MCF-7 Zellen und dem radioaktiv markierten Oligonukleotid mit der NF-kB-
Konsensussequenz inkubiert. Bereits 1 ng von IkBa und GST-IkBa inhibierte vollstdndig die
DNA-Bindung von NF-kB (Abb. 15A). Demgegeniber zeigten GST-22A159-AnIkBa und
GST-22A267-AnlkBa keinen hemmenden Effekt, selbst bei einem Einsatz von 10 ng der
rekombinanten Proteine (Abb. 15A). 1 ng von 22A159-AyIkBa war nicht ausreichend, um
NF-kB zu inhibieren, 10 ng hingegen fiihrten zu einem vollstandigen Verschwinden der NF-
KB/DNA-Komplexe (Abb. 15A). 10 ng von 22A267-AnIkBa waren nur zu einer partiellen
Inhibition in der Lage (Abb. 15A). Die aufgereinigten GST-IkBa- und IkBa-Proteine waren
also offensichtlich intakt und besalRen die erwartete Aktivitat. Mit 22A159-AyIkBa war es
ebenfalls mdglich, die DNA-Bindung von NF-kB zu blockieren, auch wenn es dabei weniger
potent als GST-IkBa und IkBa war. Dies deutete darauf hin, dass die AyIkBa-Sequenz in
dem Fusionsprotein durchaus eine korrekte Konformation einnahm, die Wechselwirkung mit
NF-kB jedoch durch das N-terminale 22A159 negativ beeinflusst wurde. Dieser Effekt war
bei 22A267-AnIkBa noch starker ausgepragt und N-terminales GST schien eine Bindung an
NF-kB unmadglich zu machen.

Im Gegensatz zu den AnlkBa-Fusionsproteinen erwies sich 22A159-1kBa in den in vitro-
Untersuchungen als ein ebenso starker Inhibitor von NF-kB wie IkBa. In dem in Abbildung
15B gezeigten Experiment war die Konzentration der Gesamtzellextrakte hoher als in dem
vorangegangenen Versuch (Abb. 15A), so dass hier selbst 10 ng von 22A159-AylkBa keinen
hemmenden Einfluss auf die DNA-Bindung von NF-kB hatte. Trotzdem war unter diesen
Bedingungen bereits 1 ng von 22A159-1kBa fir eine vollstandige Inhibition ausreichend
(Abb. 15B). Das Ergebnis kann so interpretiert werden, dass die N-terminale Domane, die in
22A159-AnIkBa entfernt wurde, als eine Art spacer wirkt, der verhindert, dass der 22A159-
Teil des Molekils mit den fur die NF-kB-Bindung wichtigen Ankyrin-Wiederholungen von
IkBa wechselwirkt.
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Abbildung 15: 22A159-1kBa und 22A159-AyIkBa inhibieren die Bindung von NF-kB an DNA in vitro.
Gesamtzellextrakte von unbehandelten und mit TNFa stimulierten (20 ng/ml; 45 min) MCF-7 Zellen wurden
zusammen mit einem radioaktiv markierten Oligonukleotid mit NF-kB-Erkennungsmotiv (kB-Motiv) und 1 pl
mit den angegebenen Mengen der aufgereinigten Proteine inkubiert. Die Bindungsreaktionen wurden auf einem
nichtdenaturierenden Gel aufgetrennt. Der Komplex aus aktiviertem NF-kB und dem Oligonukleotid ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet. Die unspezifisch auftretende Bande ist durch ,.* markiert. Nicht gezeigt ist die
Bande des freien, ungebundenen Oligonukleotids. Die Konzentration der Zelllysate war bei dem in (B)
dargestellten Versuch hoher als die der Lysate des unter (A) préasentierten Experiments, was den
unterschiedlichen Hemmeffekt von 22A159-AylkBa in den beiden Versuchen erklért.
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Genau wie 22A159-AnlkBa wurde 22A159-IkBa spezifisch und effektiv in Zellen importiert,
wobei die Konzentration des aufgenommenen 22A159-IkBa in unstimulierten Zellen
ebenfalls héher war als die Konzentration von endogen synthetisiertem IkBa (Abb. 16A). Der
intrazelluldre Gehalt des Proteins nahm ebenfalls nach TNFa-Behandlung der Zellen nicht ab
(Abb. 16A). Aufgrund des guten Imports und der Fahigkeit von 22A159-IkBa, NF-kB in
vitro effizient zu inhibieren, wurde erwartet, dass mit dem Protein auch in vivo Hemmeffekte
zu beobachten waren. Eingesetzte Proteinmengen von 10, 20 und 40 pg waren jedoch nicht in
der Lage, in MCF-7 Zellen die Bindung von aktiviertem NF-kB an seine Erkennungssequenz
zu blockieren (Abb. 16B). Mit 10 pg von 22A159-AnIkBa und 22A159-1kBa liel sich eine
sehr schwache Inhibition von NF-kB detektieren (Abb. 16B), der Effekt konnte aber mit
niedrigeren Proteindosen nicht verstarkt werden (Daten nicht gezeigt). Eine Erhdéhung der
Proteinmenge schien eher aktivierend auf die Bindung von NF-kB an DNA zu wirken (Abb.
16B). Auch in HelLa Zellen wurde nach Import verschiedener Mengen der rekombinanten
Proteine keine Inhibition des Transkriptionsfaktors erreicht (Daten nicht gezeigt).

22A159-1kBa konnte in vitro aktiviertes NF-kB komplexieren und die Bindung des
Transkriptionsfaktors an die DNA verhindern (Abb. 15B). Das aufgereinigte Protein war
somit intakt und funktionsfahig. Die Analyse des zellularen Imports mittels Western-Blot
ergab, dass 22A159-1kBa effektiv und spezifisch aufgenommen wurde (Abb. 16A). Dass das
intrazellulare 22A159-1kBa NF-kB nicht inhibierte (Abb. 16B), musste somit daran liegen,
dass es in der Zelle nicht mit dem aktivierten Transkriptionsfaktor wechselwirken konnte. Die
Verteilung des internalisierten Proteins in der Zelle wurde daher mikroskopisch genauer
untersucht. Die Immunfluoreszenzaufnahmen von fixierten und gefarbten MCF-7 Zellen
zeigten, dass 22A159-1kBa spezifisch in den Zellen nachgewiesen werden konnte und bereits
eine Dosis von 3 pg ausreichend war, um das rekombinante Protein mit einem anti-IkBa
Antikorper tber den Hintergrund des endogenen IkBa hinaus zu detektieren (Abb. 17). Mit
zunehmender Dosis des verabreichten Proteins wurde auch mehr Protein in die Zellen
aufgenommen. 22A159-IkBa war jedoch nicht gleichmaRig in der Zelle verteilt, sondern
befand sich konzentriert in unregelmaiigen, granuldren Strukturen, deren Grofle und Anzahl
proportional mit der verabreichten Dosis zunahmen (Abb. 17). Ob es sich bei den Granula um
vesikuldre, membranumhullte Partikel oder um Proteinaggregate handelte, wurde nicht weiter
analysiert. Die Anhdaufung der importierten Proteine in diesen Strukturen ist sicherlich daftr
verantwortlich, dass trotz effektiven Eintransports in der Zelle nicht gentiigend 22A159-1kBa-
Molekiile frei zuganglich waren, um eine bemerkenswerte Inhibition von NF-kB zu erreichen.
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Abbildung 16: 22A159-1kBa ist nach Import in Zellen nicht in der Lage, NF-kB effektiv zu inhibieren. (A)
Aufgereinigtes 22A159-1kBa wurde in den angegebenen Mengen zu MCF-7 Zellen in einer 35 mm Kulturschale
gegeben. Nach 30 min Inkubation bei 37°C wurden die Zellen fur weitere 30 min mit TNFa (20 ng/ml)
stimuliert. Die intrazelluldre Aufnahme des Proteins wurde in hergestellten Gesamtzellextrakten durch Detektion
mit einem anti-IkBa Antikorper in einem Western-Blot analysiert. 22A159-IkBa ist durch einen Pfeil mit
spitzem Ende, endogenes IkBa durch ,,»* markiert. (B) MCF-7 Zellen wurden wie unter A angegeben mit den
aufgefuhrten Proteinen inkubiert und mit TNFa stimuliert. Die Aktivierung von NF-kB wurde in den
anschlieBend hergestellten Gesamtzellextrakten in einem EMSA untersucht. Der Komplex aus aktiviertem NF-
KB und dem radioaktiv markiertem Oligonukleotid ist durch einen Pfeil, die unspezifisch auftretende Bande
durch ,,»“ gekennzeichnet. Nicht gezeigt ist die Bande des freien, ungebundenen Oligonukleotids.
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Abbildung 17: Aufgenommenes 22A159-1kBa ist in der Zelle in granuléren Strukturen lokalisiert. MCF-7
Zellen wurden fir 60 min mit 3-30 pg 22A159-1kBa inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mehrfach mit
serumhaltigem Medium und PBS gewaschen, fixiert, permeabilisiert und mit einem anti-IkBa Antikdrper
inkubiert. Der verwendete sekundare Antikdrper war mit OregonGreen™ 488 gekoppelt. Die Verteilung der
importierten Proteine wurde mit einem konfokalen Laserscanmikroskop analysiert.

3.2.2 Der Lysattest

Obwohl nach Expression von VP22-IkBa-Fusionskonstrukten in eukaryontischen Zellen kein
spread stattfand (Abb. 6), zeigten die Experimente mit bakteriell exprimierten und
aufgereinigten Proteinen, dass die VP22-IkBa-Proteine durchaus Transduktionspotential
besallen (Abb. 13 u. 16). Die Konstrukte mit der l&ngeren VP22-Variante (22A159) wurden
dabei besser von den Zellen aufgenommen als die Fusionen mit 22A267 (Abb. 13). Auch
erwiesen sich die 22A159-Fusionsproteine gegeniiber den entsprechenden 22A267-
Konstrukten als potentere NF-kB-Inhibitoren in vitro (Abb. 15A). Deswegen wurde getestet,
ob mit dem Einsatz der kompletten VP22-Sequenz der Import noch gesteigert und die
Wechselwirkung mit NF-kB verstarkt werden konnte. AuBerdem war interessant zu erfahren,
ob dadurch die Ausbildung der granuléren Strukturen beeinflusst wurde. Es sei daran erinnert,
dass direkt in eukaryontischen Zellen exprimiertes VP22-IkBa gleichmé&Big im Cytoplasma
verteilt war (Abb. 6) und sehr effizient die Aktivierung von NF-kB blockierte (Abb. 5).

Da in E. coli die vollstdindige VP22-Sequenz nicht exprimiert werden konnte, wurde die
intrazellulare Aufnahme von VP22-IkBa zunéchst in einem Lysattest untersucht. 293 Zellen
wurden mit VP22-IkBa (vgl. Abb. 3) transfiziert und die Zellen nach 48 h mit einer
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Kombination aus hypotonem und hypertonem Puffer ohne Detergens lysiert (s. 2.14). Mit
diesen Zellextrakten wurden Import-Experimente in der gleichen Weise wie mit den aus
Bakterien aufgereinigten Proteinen durchgefuhrt. VP22-IkBa wurde schnell und effektiv aus
den Lysaten in COS-1 Zellen importiert. Sowohl mit einem anti-VP22 Antikdrper als auch
mit einem anti-lkBa Antikorper wurden betrachtliche Mengen des Proteins bereits 15 min
nach Zugabe intrazellulér detektiert (Abb. 18). Doch analog zu 22A159-IkBa war das
aufgenommene VP22-IkBa in granuldren Strukturen Gber die gesamte Zelle verteilt,
wenngleich die Granula ein grofReres und eher amorphes Erscheinungsbild besalen (vgl. Abb.
17 u. 18). Demgegentiber ergab aus Lysaten aufgenommenes VP22 eine gleichmaRigere und
zudem intensivere Anfarbung vor allem der Zellkerne in den betrachteten Zellen (Abb. 18).

Kontrolle VP22-IkBa VP22
. . . o
Kontrolle VP22-IkBa IkBa

. . . o

Abbildung 18: VP22 und VP22-1kBa werden effektiv und spezifisch in Zellen eintransportiert. 293 Zellen
wurden mit VP22, VP22-1kBa, IkBa (Konstrukte aus Abbildung 3) oder einem Leervektor (Kontrolle)
transfiziert. 48 h spater wurden die Zellen mit einer Kombination aus Niedrig- und Hochsalzpuffer ohne
Detergens lysiert (s. 2.14). Die vereinigten Lysate von 293 Zellen aus drei 35 mm Kulturschalen, die eines der
Konstrukte exprimiert hatten, wurden 1:1 mit Vollmedium gemischt und zu COS-1 Zellen in einer 35 mm
Kulturschale gegeben. Nach 15 min wurden die COS-1 Zellen mehrfach mit Vollmedium und PBS gewaschen,
fixiert und permeabilisiert. Die aufgenommenen Proteine wurden durch aufeinanderfolgende Inkubation mit
einem anti-VP22 oder einem anti-lkBa Antikérper und einem Rhodamin gekoppelten sekundéren Antikorper
geférbt und unter einem konfokalen Laserscanmikroskop detektiert.

Die spezifische Aufnahme von VP22-IkBa aus Lysaten von exprimierenden 293 Zellen
wurde auch in HelLa Zellen beobachtet (Abb. 19). Bei starkerer VergréfRerung (x 100) lie3
sich die granuldre Verteilung des Proteins ber die gesamte Zelle besonders gut erkennen
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(Abb. 19; rechts unten). In HeLa Zellen wurde ebenfalls untersucht, ob das aufgenommene
VP22-IkBa in der Lage war, NF-kB zu inhibieren. Dazu wurden die Zellen nach 15 min
Inkubation mit den entsprechenden 293 Lysaten fur weitere 20 min mit TNFa stimuliert.
Trotz der ungleichméaligen, granularen Verteilung des importierten Proteins konnte in einem
EMSA eine markante Hemmung der DNA-Bindung des aktivierten NF-kB nachgewiesen
werden (Abb. 19; Mitte). Die Inhibition des Transkriptionsfaktors war zwar nicht vollstandig,
der Gehalt an aktiviertem NF-kB lag in den HeLa Zellen nach Inkubation mit VP22-1kBa
und Stimulation mit TNFa aber nahe an dem der unstimulierten Zellen (Abb. 19). Somit
wurde gezeigt, dass Fusionsproteine aus IkBa mit der kompletten VVP22-Sequenz nicht nur
Transduktionspotential besalRen, sondern auch in vivo nach der Aufnahme in die Zellen intakt
und aktiv waren.

v Vv
0(\ QQQ/ \l_OQ QQq/
TNFa
@ong/mpy -~ -+ &
— e

o e war W -

Kontrolle Kontrolle

x 20 x 100

VP22-1kBa _

Abbildung 19: Aufgenommenes VP22-IkBa inhibiert NF-kB in vivo. HelLa Zellen wurden wie unter
Abbildung 18 beschrieben fir 15 min mit VP22-1kBa enthaltenden Lysaten von 293 Zellen inkubiert. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit einem priméren anti-lkBa Antikdrper und einem sekundéren
Rhodamin gekoppelten Antikdrper durchgefuhrt. Die Aufnahmen wurden an einem konfokalen Laserscan-
mikroskop gemacht. Die Inhibition von NF-kB durch importiertes VP22-IkBa wurde in einem EMSA
analysiert. Dazu wurden die HeLa Zellen nach 15 min Inkubation mit den entsprechenden 293 Lysaten fir
weitere 20 min mit TNFa stimuliert. Nach anschlieRendem extensivem Waschen der geernteten HeLa Zellen mit
Vollmedium und PBS wurden Gesamtzellextrakte hergestellt, die mit dem radioaktiv markierten Oligonukleotid
mit NF-kB-Erkennungssequenz (kB-Motiv) inkubiert wurden. Der Komplex aus aktiviertem NF-kB und dem
Oligonukleotid ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die unspezifisch auftretende Bande ist durch ,,»“, das freie,
ungebundene Oligonukleotid durch ,,0“ markiert.

VP22-IkBa

59



ERGEBNISSE

3.2.3 Baculovirale Expression von VP22-IkBa

Die Anwendung der Proteintransduktionstechnologie fiir therapeutische Zwecke erfordert den
Einsatz hochreiner Proteine und Peptide, um durch Verunreinigung auftretende Nebeneffekte
zu vermeiden. Es wurde daher nach einer Mdglichkeit gesucht, das in den Lysattests
erfolgreich eingesetzte VP22-IkBa in aufgereinigter Form zu erhalten. Zunédchst wurde
versucht, exprimiertes GST-IkBa-VP22, VP22-GST-IkBa und VP22-IkBa aus 293 Zellen
durch lonenaustausch-Chromatographie und/oder Reinigung (ber GSH-Sepharose zu
isolieren. Bereits VVorversuche im kleinen Mal3stab lieRen erkennen, dass die Expressionsrate
zu niedrig und die resultierende Ausbeute zu gering war (Daten nicht gezeigt). Auch die
transiente und stabile Expression in Sf-9 Insektenzellen blieb aus den genannten Griinden
erfolglos (Daten nicht gezeigt). Als Methode der Wahl erwies sich schliel3lich die
baculovirale Expression von VP22-IkBa in Sf-9 Insektenzellen.

Die baculovirale Expression ermdglicht die Aufreinigung geringer Mengen VP22-1kBa

Die drei klonierten Konstrukte VP22-IkBa, VP22 und IkBa wurden mit einem N-terminalen
(His)s-Epitop exprimiert, das die Aufreinigung der Proteine ber Ni-NTA-Metallaffinitats-
chromatographie ermdoglichen sollte (Abb. 20A). Von jedem der drei Konstrukte wurden
mehrere reine, rekombinante Virusstocks mit hohem Titer (> 10’ pfu (plaque forming
units)/ml) hergestellt. Die Expression der Proteine in Sf-9 Zellen konnte im Gegensatz zum
bakteriellen System nicht eindeutig auf einem Coomassie-gefarbten Gel nachgewiesen
werden, in Western-Blots wurden die Proteine jedoch detektiert und die Expressionsrate lag
deutlich hoher im Vergleich zu transient transfizierten 293 und Sf-9 Zellen oder stabil
transfizierten Sf-9 Zellen (Daten nicht gezeigt). Abbildung 20B zeigt den Expressionstest von
zwei reinen Virusstocks mit rekombinantem VP22-IkBa (1A und 6A). Sf-9 Zellen wurden
mit zwei verschiedenen MOI-Werten fiir 24 h, 48 h und 72 h infiziert (MOI: multiplicity of
infection; der MOI-Wert gibt an, wieviele Viruspartikel auf eine Zelle wéhrend der Infektion
entfallen). Auffallend war, dass sich trotz des Einsatzes gleicher Virusmengen die Virusstocks
stark in der Menge der produzierten Proteine unterschieden. Nach Infektion mit VP22-
IKBa 1A wurde wesentlich mehr Protein synthetisiert als nach Infektion mit VP22-IkBa 6A
bei entsprechenden MOI-Werten. Die Zunahme des exprimierten Proteins bei langerer
Infektionsdauer fiel nach Infektion mit 1A ebenfalls deutlich starker aus. Mit der Steigerung
der Expressionsrate traten aber gleichzeitig auch mehr Degradationsprodukte auf (Abb. 20B).
Nach Lyse der infizierten Sf-9 Zellen verblieb ein Teil des produzierten Proteins trotz
Verwendung eines Hochsalzpuffers mit 1% NP-40 (vgl. 2.8) in der Pelletfraktion (Abb. 20C;
»P“). Im Mediumiberstand der Zellen konnte zu keinem Zeitpunkt rekombinantes Protein
detektiert werden (Abb. 20; ,,U“), obwohl nach 72 h die durch Virus verursachte Lyse der
infizierten Sf-9 Zellen einsetzte. Generell wurden VP22 und IkBa starker und mit weniger
auftretenden Abbauprodukten exprimiert als VP22-1kBa (VP22: Abb. 20C, letzte Spur; IkBa
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nicht gezeigt). Da eine hohe Expression ein entscheidender Parameter fur die Isolierung
groRerer Proteinmengen ist, wurden fir die Aufreinigung von VP22-IkBa Sf-9 Zellen fir
72 h mit stark exprimierenden Virusstocks wie 1A und einem MOI-Wert von 10 infiziert,
trotz der hierdurch vermehrten Degradation der produzierten Proteine.

A
(2 veP22 [ IkBa |
2 IkBa ] 2] vpP22 ]
B
VP22-IkBa
Virus-Stock [Kon 1A 6A
Zeit (h) | 24 24 48 72 24 48 72
MOI 0 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
- o - —— .. N T
— - —
anti-(His)g
C
Virus-Stock Kon VP22-IkBa 1A VP22
Zeit (h) 24 24 48 72 72

Fraktion L|P L|P|U L|P|U L|P|U L

Bl § =
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Abbildung 20: Baculovirale Expression von VP22-1kBa. (A) Fir die baculovirale Expression wurden VP22-
IkBa, VP22 und IkBa in den Vektor pBlueBacHis2 A mit N-terminalem Hisg-Epitop einkloniert (vgl. 2.2.1).
(B) Sf-9 Insektenzellen wurden mit den reinen, rekombinanten Virusstocks VP22-1kBa 1A und 6A infiziert. Der
MOI-Wert (multiplicity of infection) gibt an, wieviele Viruspartikel wahrend der Infektion auf eine Zelle
entfallen. Nach 24, 48 und 72 h wurden die Zellen geerntet und in SDS-Ladepuffer lysiert. Die produzierten
Proteine wurden in einem Western-Blot mit einem anti-(His)s-Epitop Antikdrper detektiert. (C) Sf-9 Zellen
wurden mit dem Virusstock VP22-1kBa 1A (MOI: 10) infiziert. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurde der
Mediumiiberstand (,,U*) abgenommen und die Zellen in TOTEX-Puffer lysiert (vgl. 2.8). Das klare Lysat (,,L*)
wurde durch Abzentrifugieren der Membranbestandteile des Rohlysats (,,P“, Pellet) erhalten. Die Verteilung des
exprimierten Proteins auf die drei Fraktionen wurde in einem Western-Blot mit einem anti-(His)e-Epitop
Antikdrper analysiert. In der letzten Spur ist exprimiertes VP22 im klaren Lysat von Sf-9 Zellen gezeigt, die fir
72 h mit einem reinen VP22-Virusstock (MOI: 10) infiziert wurden.
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In Vorversuchen wurde festgestellt, dass in Analogie zu den bakteriell exprimierten 22A159-
Fusionsproteinen eine direkte affinitatschromatographische Aufreinigung der baculoviral
exprimierten Konstrukte nicht mdglich war (Daten nicht gezeigt). Die Bindung intakter
rekombinanter Proteine an Ni-NTA-Agarose erforderte eine Vorreinigung (ber
lonenaustausch-Chromatographie (Abb. 21). Die bessere Expression von VP22 und IkBa
spiegelte sich auch in der Ausbeute und Reinheit der Proteine nach Reinigung Uber
lonenaustauscher und Ni-NTA-Agarose aus gleichen Mengen infizierter Sf-9 Zellen wider:
Wahrend VP22 und IkBa den Hauptanteil in den Elutionsfraktionen der Ni-Sdule ausmachte,
wurden wesentlich geringere Mengen VP22-IkBa in den entsprechenden Fraktionen
gefunden bei gleichzeitig erhdhter Elution von Nebenprodukten (Abb. 21).
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Abbildung 21: Aufreinigung der baculoviral exprimierten Konstrukte Uber lonenaustauscher und Ni-
NTA-Agarose. Jeweils 30 175 cm?® Kulturflaschen mit 2 x 107 Sf-9 Zellen wurden mit einem MOI-Wert von 10
der entsprechenden Virusstocks fur 72 h infiziert. Die Lyse der Zellen und die Aufreinigung der Proteine erfolgte
wie unter 2.8 beschrieben. Gezeigt sind Coomassie Brilliant Blue R250 gefarbte SDS-Gele, die die Reinigung
von (A; unterer Teil) VP22-1kBa, (B) IkBa und (C) VP22 uber lonenaustauscher und Ni-NTA-Agarose
dokumentieren. Die Position der Banden der rekombinanten Proteine ist durch einen Pfeil markiert. Zur
eindeutigen Identifizierung der VP22-IkBa-Banden wurde mit den gleichen Fraktionen zusatzlich ein Western-
Blot durchgefiihrt. VP22-1kBa wurde durch einen anti-IkBa Antikdrper detektiert (A; oberer Teil). L: klares
Lysat; V: Verdunnung des klaren Lysats vor Ausschitteln tber Q- oder SP-Sepharose; D: Durchlauf; W:
Waschfraktion; E: Eluat.
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Die Eluate der Ni-NTA-Agarose wurden in einem dritten Reinigungsschritt nochmals tber
einen lonenaustauscher fraktioniert, VP22-IkBa und IkBa (ber eine Mono-Q-Séule, VP22
uber eine Mono-S-Sdule. Dabei fiihrte ein teilweises Ausfallen wéhrend der Dialyse der Ni-
NTA-Eluate sowie eine unvollstdndige Wiedergewinnung des Proteins nach Elution von der
Mono-Q-Séule zu einem weiteren Verlust an VP22-IkBa. Zusatzlich wies VP22-IkBa ein
ungewohnlich breites Elutionsprofil von der Mono-Q-Séule auf (Abb. 22), was eine
verminderte Konzentration des Proteins im Vergleich zu IkBa und VP22 zur Folge hatte
(Tab. 2). Insgesamt war daher die Ausbeute an VP22-1kBa auch bei wesentlich héherem
Einsatz an infizierten Sf-9 Zellen deutlich geringer als an den beiden anderen Proteinen (Tab.
2). Alle drei Proteine konnten jedoch in hochaufgereinigter Form erhalten werden (Abb. 22;
Tab. 2).
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Abbildung 22: Vergleich des finalen Reinigungsschritts Gber eine Mono-Q-Saule von VP22-1kBa und
IKBa. EN: gepoolte Eluate von der Ni-Séule; D: Durchlauf; W: Waschfraktion; M: Proteinmarker; ,,»“: Ende
des linken oberen Gels mit Proteinmarker. Die an die Mono-Q gebundenen Proteine wurden in einem linearen
Gradienten mit steigender NaCl Konzentration eluiert. Die Fraktionen wurden auf Coomassie Brilliant Blue
R250 gefarbten SDS-Gelen analysiert. Die rekombinanten Proteine sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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VP22-IkBa IKBa VP22
Einsatz (Sf-9 Zellen) | 12x 10° 6 x 10° 6 x 10°
Konzentration 80 pg/ml - 350 pg/ml 250 pg/mi
Gesamtausbeute 150 ug 1100 ug 800 ug
Reinheit” > 950 > 95% > 95%

Tabelle 2: Die Ausbeute und Konzentration von baculoviral exprimiertem und aufgereinigtem VP22-1kBa
war sehr gering. Représentative Aufreinigungen der drei Konstrukte sind als Beispiel aufgefiihrt. Es ist zu
beachten, dass fir die Aufreinigung von VP22-1kBa doppelt so viele infizierte Zellen eingesetzt wurden wie fir
die beiden anderen Proteine.

Baculoviral exprimiertes VP22-IkBa besitzt Proteintransduktionspotential und
inhibiert NF-kB in vitro

Es gab bisher keine Erfahrungswerte mit aufgereinigten Fusionsproteinen, die die komplette
VP22-Sequenz enthielten. Der limitierende Faktor fur anstehende Experimente waren die
geringen Mengen an gereinigtem VP22-1kBa, die zur Verfligung standen. Zunéchst sollte
getestet werden, ob VP22-IkBa funktionell aktiv war, sowohl was sein Proteintransduktions-
potential betraf als auch seine Féhigkeit NF-kB zu binden. Der Einsatz von bereits 3 ug der
gereinigten Proteine war ausreichend, um eine spezifische Aufnahme von VP22 und VP22-
IkBa in MCF-7 Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz nachzuweisen (Abb. 23). Nach
Farbung mit einem anti-lkBa Antikdrper besallen die Zellen, die mit VP22-IkBa inkubiert
worden waren, eine deutlich hohere Fluoreszenzintensitat als die mit IkBa oder VP22
inkubierten Zellen (Abb. 23; linke Spalte). Die im Vergleich zu einem anti-(His)s-Epitop
Antikorper verstarkte Hintergrundfarbung wurde durch endogenes IkBa verursacht. Die
Detektion der Proteine mit dem anti-(His)s-Epitop Antikorper zeigte den spezifischen Import
von VP22 und VP22-1kBa. Rekombinantes IkBa konnte nicht in den Zellen detektiert
werden. Die Aufnahme von VP22 erfolgte etwas effektiver als die von VP22-1kBa und das
eintransportierte VP22 war im Zellkern lokalisiert (Abb. 23; rechte Spalte). Sowohl mit dem
anti-IkBa als auch mit dem anti-(His)s-Epitop Antikorper wurden charakteristische granulére
Strukturen nach Import von VP22-IkBa beobachtet, die ebenfalls gehduft in und um den
Zellkern aufzutreten schienen. Die genaue Lokalisation von VP22-IkBa in der Zelle war im
Vergleich zu VP22 jedoch weniger Kklar definiert.

? Die Reinheit der aufgereinigten Proteine wurde in den ausgewahlten und vereinigten Eluaten der Mono-Q-
bzw. Mono-S-Séule anhand der Intensitat der auftretenden Banden auf einem Coomassie gefarbten SDS-Gel
abgeschatzt.
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Abbildung 23 (vorherige Seite): Baculoviral exprimiertes VP22 und VP22-1kBa werden spezifisch von
Zellen aufgenommen. MCF-7 Zellen in einer 35 mm Kulturschale wurden fir 20 min mit jeweils 3 pg der
rekombinanten Proteine in Vollmedium inkubiert. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden die
Proteine durch einen anti-lkBa oder einen anti-(His)e-Epitop Antikdrper und einen sekunddren Rhodamin
gekoppelten Antikorper gefarbt. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon
Eclipse TE300) unter Verwendung der SpotAdvanced Software gemacht.

Die Fahigkeit von VP22-1kBa, NF-kB zu komplexieren, wurde wie bereits fir die bakteriell
exprimierten Proteine beschrieben (Abb. 15) zundchst in vitro untersucht. Rekombinantes
VP22-1kBa und IkBa erwiesen sich hierbei als sehr potente NF-kB-Inhibitoren. Jeweils 1 ng
der Proteine war ausreichend, um selbst in konzentrierten Gesamtzellextrakten von TNFa
stimulierten MCF-7 Zellen die Bindung von aktiviertem NF-kB an seine Erkennungssequenz
vollstdndig zu unterbinden (Abb. 24). VP22 hatte erwartungsgeméall keinen Einfluss auf die
DNA-Bindung von NF-kB (Abb. 24).
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Abbildung 24: VP22-1kBa inhibiert die DNA-Bindung von NF-kB in vitro. Gesamtzellextrakte von
unbehandelten und mit TNFa stimulierten (20 ng/ml; 45 min) MCF-7 Zellen wurden zusammen mit einem
radioaktiv markierten Oligonukleotid mit NF-kB-Erkennungsmotiv (kB-Motiv) und 1 pl mit den angegebenen
Mengen der aufgereinigten Proteine inkubiert. Die Bindungsreaktionen wurden auf einem nichtdenaturierenden
Gel aufgetrennt. Der Komplex aus aktiviertem NF-kB und dem Oligonukleotid ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet. Die unspezifisch auftretende Bande ist durch ,,»*, das freie, ungebundene Oligonukleotid durch
,0" markiert.
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Baculoviral exprimiertes VP22-1kBa inhibiert NF-kB in vivo

Nachdem gezeigt worden war, dass das baculoviral exprimierte VP22-IkBa nicht nur
hinsichtlich seines Proteintransduktionspotentials funktionell aktiv war, sondern ebenfalls in
vitro in der Lage war, mit NF-kB zu wechselwirken, wurde getestet, ob das Protein nach der
Aufnahme in die Zelle NF-kB auch in vivo inhibieren konnte. In Gesamtzellextrakten von
H21 Zellen, die mit 3 pg rekombinantem VP22-1kBa oder VP22 inkubiert worden waren,
wurden beide Proteine mit einem anti-(His)s-Epitop Antikorper detektiert (Abb. 25B). Der
intrazellulare Gehalt des importierten VP22 lag dabei deutlich tber dem von VP22-IkBa
(Abb. 25B), was in Ubereinstimmung mit den Immunfluoreszenzdaten war (Abb. 23) und auf
einen effektiveren Import des ,,nackten” VP22 hindeutete. H21 ist ein HeLa Zellklon mit
hoher basaler NF-kB-Aktivitat, so dass bereits in unbehandelten Zellen eine betrachtliche
DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors beobachtet wurde (Abb. 25A, Spur 1). Das
aufgenommene VP22-IkBa reichte aus, um diese basale Aktivierung von NF-kB stark zu
unterdriicken (Abb. 25A, Spur 3). Die Abnahme der Bandenintensitdt des NF-kB/
Oligonukleotid-Komplexes in Extrakten unbehandelter Zellen, die mit VP22 inkubiert wurden
(Abb. 25A, Spur 2), ist weniger auf einen unspezifischen Hemmeffekt zurlickzufuhren als
vielmehr auf eine geringere Beladung der Gelspur. Dies wird durch die die schwache
unspezifische Bande (,,»*) verdeutlicht, die in allen EMSAs als Ladekontrolle diente. VP22
besalR ebenfalls keinen inhibitorischen Einfluss auf die Aktivierung von NF-kB durch TNFa
(Abb. 25A, Spur 5). Die Blockierung der DNA-Bindung von NF-kB durch aufgenommenes
VP22-IkBa war zwar nicht vollstdndig, es ist jedoch beachtlich, dass selbst nach TNFa-
Stimulation die Aktivitat von NF-kB so weit erniedrigt wurde, dass sie nur wenig Uber der
von unbehandelten Kontrollzellen lag (Abb. 25A, vgl. Spur 1 und 6).

Auch in MCF-7 Zellen wurde mit 3 pug von VP22-IkBa eine starke Hemmung der TNFa
induzierten NF-kB-Aktivierung erreicht (Abb. 26A). Wahrend VP22 und IkBa keinen
Einfluss auf die DNA-Bindung von NF-kB nach TNFa-Behandlung hatten, ergab ein
Vergleich der Intensitdt der Banden des aktivierten NF-kB, das an das markierte
Oligonukleotid gebunden hatte, eine Inhibition des Transkriptionsfaktors um das Drei- bis
Vierfache in Extrakten von MCF-7 Zellen, die mit VP22-IkBa inkubiert worden waren (Abb.
26A). Da MCF-7 Zellen keine basale Aktivierung von NF-kB aufweisen, wurde auf die
Analyse des Imports der Proteine in unstimulierten Zellen in diesem Experiment verzichtet.
VP22 und VP22-IkBa wurden nach Internalisierung und TNFa-Behandlung in den
entsprechenden Gesamtzellextrakten mit einem anti-VP22 und einem anti-(His)s-Epitop
Antikorper detektiert (Abb. 26C). Demgegenuber konnte die intrazellulare Aufnahme von
rekombinantem IkBa mit dem anti-(His)s-Epitop Antikdrper nicht nachgewiesen werden
(Abb. 26C), was die Spezifitat des VP22 vermittelten Imports unterstrich. Dass das Fehlen der
IkBa-Bande nicht ein Erkennungsproblem des anti-(His)s-Epitop Antikorpers war, zeigte die
Kontrolle der eingesetzten Proteine vor der Inkubation mit den MCF-7 Zellen. Alle drei
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rekombinanten, aufgereinigten Proteine wurden durch den Antikorper erkannt (Abb. 26B,
linker Teil). Die Kontrolle der Proteine auf einem Coomassie Brilliant Blue R250 gefarbten
SDS-Gel und mittels Western-Blot ergab zudem, dass offensichtlich nicht genau 3 pg,
sondern ungleiche Mengen der Proteine eingesetzt worden waren. Die IkBa-Bande war
sowohl auf dem Proteingel als auch auf dem Western-Blot stérker, die VP22-Bande hingegen
wesentlich schwéacher im Vergleich zu VP22-IkBa (Abb. 26B). Das erklart ebenfalls die im
Gegensatz zu den vorherigen Experimenten scheinbar bessere Aufnahme von VP22-1kBa
gegeniiber VP22 (Abb. 26C).
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Abbildung 25: VP22-1kBa hemmt die basale und die induzierte Aktivitat von NF-kB nach Import in H21
Zellen. H21 ist ein HeLa Zellklon mit hoher basaler NF-kB-Aktivitat. H21 Zellen in einer 35 mm Kulturschale
wurden mit jeweils 3 pg baculoviral exprimiertem und aufgereinigtem VP22 oder VP22-IkBa fir 15 min
inkubiert. AnschlieBend wurde ein Teil der Zellen fiir weitere 15 min mit 20 ng/ml TNFa stimuliert. Von allen
Ansdtzen wurden dann nach extensivem Waschen der Zellen mit Vollmedium und PBS Gesamtzellextrakte
hergestellt. (A) EMSA. Der Komplex aus aktiviertem NF-kB und radioaktiv markiertem Oligonukleotid mit kB-
Bindestelle ist durch einen Pfeil, die unspezifisch auftretende Bande ist durch ,,»* gekennzeichnet. In Spur 2
wurde offensichtlich weniger Zellextrakt eingesetzt, da die unspezifische Bande, die als Ladekontrolle dient,
deutlich schwécher als in den anderen Spuren ist. (B) Western-Blot. Die aufgenommenen Proteine wurden in
Extrakten aus unstimulierten Zellen mit einem anti-(His)e-Epitop Antikdrper detektiert.
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Abbildung 26: Importiertes VP22-1kBa inhibiert NF-kB nach TNFa-Stimulation in MCF-7 Zellen. MCF-
7 Zellen in einer 35 mm Kulturschale wurden mit jeweils 3 pg baculoviral exprimiertem und aufgereinigtem
IkBa, VP22 oder VP22-IkBa fir 15 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fur weitere 15 min mit
20 ng/ml TNFa stimuliert. Von allen Ansdtzen wurden dann nach extensivem Waschen der Zellen mit
Vollmedium und PBS Gesamtzellextrakte hergestellt. (A) EMSA. Der Komplex aus aktiviertem NF-kB und
radioaktiv markiertem Oligonukleotid mit kB-Bindestelle ist durch einen Pfeil, die unspezifisch auftretende
Bande ist durch ,,»* gekennzeichnet. (B) Kontrolle des Einsatzes gleicher Mengen der rekombinanten Proteine.
Linker Teil: Coomassie Brilliant Blue R250 gefarbtes SDS-Gel, auf das vermeintlich jeweils 0,5 pug der Proteine
aufgetragen wurde. Rechter Teil: Detektion von vermeintlich jeweils 50 ng der Proteine durch einen anti-(His)e-
Epitop Antikdrper. (C) Western-Blot. Die intrazelluldre Aufnahme der Proteine wurde nach TNFa-Stimulation
der Zellen mit einem anti-VP22 und einem anti-(His)s-Epitop Antikorper detektiert.

In den bisherigen Experimenten wurde die spezifische Aufnahme wvon baculoviral
exprimiertem VP22-1kBa gezeigt. Bereits geringe Mengen des rekombinanten Proteins (etwa
3 pg) waren ausreichend, um eine beachtliche Inhibition von NF-kB in vivo zu erzielen.
Dennoch war die Hemmung des Transkriptionsfaktors nicht vollstdndig. Es wurde daher
untersucht, ob mit einer Erhéhung der Dosis des verabreichten Proteins die inhibitorische
Wirkung weiter gesteigert werden konnte. Der Einsatz von 10 pg fuhrte tatsdchlich zu einer
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nahezu kompletten Hemmung der DNA-Bindung von NF-kB nach TNFa-Stimulation in
MCEF-7 Zellen (Abb. 27A). Die gleiche Menge an rekombinantem VP22 hatte keinen Einfluss
auf die induzierte NF-kB-Aktivierung, mit IkBa wurde jedoch eine schwache Inhibition
beobachtet (Abb. 27A). Die Analyse des Imports mittels Western-Blot deckte auf, dass in den
Gesamtzellextrakten der stimulierten MCF-7 Zellen noch geringe Mengen von
rekombinantem IkBa mit einem anti-(His)s-Epitop Antikorper detektiert werden konnten
(Abb. 27B, linker Teil). Somit waren die Zellen wéhrend der Ernte nicht stringent genug
gewaschen worden und der verbleibende Anteil an IkBa in den Extrakten bewirkte eine
schwache, partielle Inhibition von NF-kB. Die IkBa-Bande auf dem Western-Blot war im
Vergleich zu VP22 und VP22-IkBa so schwach, dass dennoch in diesem Experiment
zwischen  spezifischer intrazellularer ~ Aufnahme durch  Proteintransduktion  und
unspezifischem Auftreten der Proteine in den Extrakten unterschieden werden konnte. Auch
unter Berlcksichtigung, dass ein geringer Anteil der beobachteten Inhibition von NF-kB
durch VP22-IkBa auf unspezifische Effekte zurtickzufiihren sein kénnte, verbleibt eine sehr
starke  Hemmung des Transkriptionsfaktors, die spezifisch importiertem VP22-1kBa
zuzuschreiben war.

3.3 Das Pep-1 System

Mit den bisherigen Experimenten wurde nachgewiesen, dass aufgereinigte Fusionsproteine
bestehend aus IkBa und VP22 Proteintransduktionspotential besitzen. Baculoviral
exprimiertes VP22-IkBa sowie bakteriell exprimierte Fusionen von IkBa mit der C-
terminalen Hélfte von VP22 (22A159) wurden effektiv und spezifisch in verschiedene
Zelllinien transportiert (Abb. 12; Abb. 23). Selbst die 34 C-terminalen Aminosdauren von
VP22 (22A267), angehdngt an den N-Terminus von IkBa, waren ausreichend, um einen
Import zu ermdglichen (Abb. 13). Wahrend die bakteriell synthetisierten Proteine leider nicht
in der Lage waren, NF-kB nach der intrazellularen Aufnahme zu inhibieren (Abb. 14), erwies
sich die Fusion von IkBa mit der kompletten VVP22-Sequenz als ein sehr potenter Inhibitor
der NF-kB-Aktivitdt (Abb. 25-27). Der limitierende Faktor fir eine weiterfiihrende
Anwendung dieses Proteins war die Schwierigkeit, das Protein in ausreichender Menge zu
erhalten. Das einzige System, das eine ausreichende Synthese und die Aufreinigung von
VP22-1kBa lberhaupt moéglich machte, war die baculovirale Expression in Sf-9 Zellen. Die
Ausbeute und Konzentration an rekombinantem Protein waren bei immensem Aufwand
jedoch so gering, dass jeweils nur wenige Experimente durchgefuhrt werden konnten (Tab.
2). Die Probleme, VP22-IkBa zu exprimieren und aufzureinigen, sind sicherlich in den
physiko-chemischen Eigenschaften des Fusionsproteins begriindet (s. 4.1.3). VP22 oder IkBa
alleine zu erhalten, stellte keine Schwierigkeit dar (Abb. 21; Tab. 2). Hier schien das
synthetische Importpeptid Pep-1 eine Alternative zur Generierung von IkBa-Fusions-
proteinen zu bieten.
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Abbildung 27: Der inhibitorische Effekt von VP22-IkBa kann durch Erhéhung der Dosis des
verabreichten Proteins noch gesteigert werden. MCF-7 Zellen wurden wie unter Abb. 26 beschrieben mit
jeweils 10 pg der rekombinanten Proteine inkubiert, stimuliert und geerntet. (A) EMSA. Der Komplex aus
aktiviertem NF-kB und radioaktiv markiertem Oligonukleotid mit kB-Bindestelle ist durch einen Pfeil, die
unspezifisch auftretende Bande ist durch ,,»* gekennzeichnet. (B) Western-Blot. Die Aufnahme der Proteine in
TNFa stimulierten Zellen wurde mit einem anti-VP22 und einem anti-(His)s-Epitop Antikdrper detektiert.

Das 21 Aminosdauren umfassende Pep-1 besteht aus drei Domanen (Abb. 28): 1. einem
tryptophanreichen Motiv (KETWWETWWTEW), das fir die Wechselwirkung mit der
Zellmembran und dem zu importierenden Protein verantwortlich ist, 2. einer kurzen
Trennsequenz (SQP) und 3. einem basischen Motiv (KKKRKYV), das der Kernimportsequenz
des groRen T-Antigens von Simian Virus 40 (SV-40) entspricht und flr einen effektiven
intrazellularen Eintransport bendtigt wird (Morris et al., 2001). Morris et al. wiesen eine
spezifische und effektive intrazellulare Aufnahme von GFP und der 3-Galactosidase mit Hilfe
von Pep-1 nach.
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Abbildung 28: Sequenz und Organisation des Importpeptids Pep-1 (Morris et al., 2001).

Etwa zur gleichen Zeit wurde auch beschrieben, dass die C-terminale Halfte von VP22 in der
Lage war, Oligonukleotide effizient in Zellen einzuliefern, ohne dass dafiir eine Fusion der
Molekiile notwendig war (Normand et al., 2001). Das basische VP22 bildete mit den sauren
Oligonukleotiden (ber elektrostatische Wechselwirkungen Komplexe, die in die Zelle
aufgenommen wurden. Da IkBa ein sehr saures Protein ist, bot sich damit eine weitere
mdogliche Alternative, IkBa in Zellen zu importieren, ohne Fusionsproteine exprimieren und
reinigen zu mussen.

Die Fahigkeit von Pep-1 und VP22, IkBa in Zellen einzubringen, wurde mit bakteriell
exprimiertem IkBa mit einem N-terminalen (His)s-Epitop getestet. Das rekombinante Protein
war 3-4 kD groRer als reines IkBa ohne Epitop, was eine eindeutige Unterscheidung von
importiertem Protein und endogenem IkBa in Western-Blots ermdglichte. Bakteriell
synthetisiertes und aufgereinigtes 22A159 bekam den Vorzug vor baculoviral exprimiertem
VP22, da es der von Normand et al. eingesetzten VP22-Variante am nachsten kam.

Zunachst wurde versucht, das optimale Mengenverhéltnis von Pep-1 bzw. 22A159 zu IkBa
fir eine effektive Internalisierung zu bestimmen. Dazu wurden 10 pg rekombinantes IkBa
mit verschiedenen Mengen von Pep-1 und 22A159 inkubiert und zu H21 Zellen in einer 35
mm Kulturschale gegeben. In die Zellen aufgenommenes IkBa wurde mit einem anti-IkBa
Antikorper detektiert. Mit bereits 10 pg von Pep-1 wurde ein spezifischer Import von IkBa
erreicht, der mit steigendem Einsatz von Pep-1 starker wurde. Mit 80 pg Pep-1 wurde ein
Maximum erreicht, grofiere Mengen von Pep-1 konnten die Aufnahme von IkBa nicht weiter
steigern (Daten nicht gezeigt). Der Import der IkBa/Pep-1-Komplexe in die Zellen war
mindestens genauso effektiv wie der Import der 22A159-1kBa-Fusionsproteine (vgl. Abb.
29A und Abb. 16A). Der intrazellulare Gehalt von internalisiertem IkBa lag deutlich tber
dem des endogen synthetisierten IkBa und auch nach Stimulation mit TNFa war das
rekombinante Protein noch in hoher Konzentration in der Zelle vorhanden (Abb. 29A).
Vergleichbare Ergebnisse wurden mit MCF-7 Zellen erhalten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 29: IkBa wird spezifisch und effektiv durch Pep-1 in Zellen importiert, ist aber nicht in der
Lage, NF-KB zu inhibieren. (A) In einer 35 mm Kulturschale ausgesate H21 Zellen wurden wie unter 2.11
beschrieben mit IkBa (10 pg) alleine, IkBa (10 ug)/Pep-1-Komplexen oder in analoger VVorgehensweise mit
IkBa (10 pg)/22A159 Mischungen in Gegenwart oder Abwesenheit von 10% DMSO inkubiert. Nach Ernte der
Zellen durch Trypsinierung und extensivem Waschen mit Vollmedium und PBS wurden Gesamtzellextrakte
hergestellt. Importiertes IkBa wurde in einem Western-Blot durch einen anti-lkBa Antikorper detektiert.
Aufgenommenes rekombinantes IkBa (Pfeil mit spitzem Ende) konnte aufgrund seiner verdnderten
elektrophoretischen Mobilitat durch das N-terminale (His)s-Epitop gut von endogenem IkBa (Pfeil mit rundem
Ende) unterschieden werden. (B) Die DNA-Bindungsaktivitat in den unter A beschriebenen Gesamtzellextrakten
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wurde in einem EMSA analysiert. Es wurden die Extrakte von den Zellen eingesetzt, die mit IkBa alleine, 80 pg
Pep-1 bzw. den IkBa/Pep-1 (80 pg)-Komplexen inkubiert worden waren. Der Komplex aus aktiviertem NF-kB
und radioaktiv markiertem Oligonukleotid mit kB-Erkennungsmotiv ist durch einen Pfeil, die unspezifisch
auftretende Bande durch ,“ gekennzeichnet. Nicht gezeigt ist die Bande des freien, ungebundenen
Oligonukleotids. (C) H21 Zellen in einer 35 mm Kulturschale wurden 24 h nach Transfektion mit dem
Reportergenplasmid 6kB (s. 2.16) wie unter 2.11 beschrieben mit IkBa (10 pg) alleine oder IkBa (10 pg)/Pep-1
(80 pg)-Komplexen inkubiert. Einige Ansatze wurden gleichzeitig mit TNFa (20 ng/ml) oder PMA (100 ng/ml)
stimuliert. Die Inkubation wurde in diesem Experiment auf 5 h ausgedehnt. Alle Messansatze wurden als
Duplikate angelegt. Die gemessene Luciferaseaktivitait (RLU, ,relative light units*) wurde auf den
Gesamtproteingehalt der Lysate normiert.

Im Gegensatz zu Pep-1 konnte mit IkBa/22A159-Komplexen kein nennenswerter Import in
H21 Zellen (Abb. 29A) und MCF-7 Zellen (Daten nicht gezeigt) beobachtet werden. Selbst
bei einem Einsatz eines groRen Uberschusses an 22A159 (100 pg zu 10 pg IkBa) konnten nur
minimale Mengen an rekombinantem IkBa in den Zellen detektiert werden (Daten nicht
gezeigt).

Trotz der durch Pep-1 vermittelten effektiven Aufnahme von IkBa in die Zellen war es nicht
maoglich, eine Inhibition der DNA-Bindung von NF-kB in einem EMSA nachzuweisen. Die
hohe Konzentration des in H21 Zellen akkumulierten IkBa war nicht in der Lage, die basale
oder die durch TNFa induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors auch nur partiell zu
hemmen (Abb. 29B). Pep-1 und IkBa alleine hatten ebenfalls keinen Einfluss auf die
Wechselwirkung von aktiviertem NF-kB mit seiner Erkennungssequenz (Abb. 29B).

In Reportergenstudien wurde eine leichte Hemmung der TNFa und PMA induzierten
Aktivierung von NF-kB in MCF-7 Zellen gefunden (Abb. 29C). Der inhibitorische Effekt war
allerdings sehr schwach (etwa 15% im Vergleich zu stimulierten Kontrollzellen) und die
transkriptionelle Aktivitdat von NF-kB lag immer noch deutlich Gber der von unstimulierten
Zellen (Abb. 29C).

Fur einige Proteine konnte gezeigt werden, dass die Effizienz des Pep-1 vermittelten
intrazellularen Imports in Gegenwart von 10% DMSO erhoht wurde und die aufgenommenen
Proteine eine gleichméliigere Verteilung in der Zelle aufwiesen (Dr. JOorg Plimpe, Firma
Active Motif, personliche Mitteilung). Durch die Verwendung von DMSO konnte jedoch
keine Steigerung der Aufnahme von IkBa durch Pep-1 oder 22A159 erreicht werden (Abb.
29A, linker Teil). Auch das in Gegenwart von DMSO importierte IkBa bewirkte keine
Hemmung von NF-kB (Daten nicht gezeigt).

Pep-1 vermittelte im Gegensatz zu 22A159 eine effektive intrazellulare Akkumulation von
rekombinantem IkBa. In Analogie zu den 22A159-IkBa-Fusionsproteinen war das
aufgenommene Protein aber unféhig, NF-kB zu inhibieren. Somit stellten das Pep-1 System
und der Versuch, IkBa uUber Komplexbildung mit 22A159 in Zellen einzubringen, keine
Alternativen zu den VP22-1kBa Fusionsproteinen dar.
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4 Diskussion

Die Proteintransduktionstechnologie ermdglicht den gezielten intrazelluldren Import
biologisch aktiver Peptide und Proteine. Sie stellt eine Alternative zur klassischen
Gentherapie dar in Féllen, in denen es auf eine vorlbergehende, aber effiziente Akkumulation
eines Genproduktes in einem bestimmten Gewebe ankommt (Ford et al., 2000). In der
vorliegenden Arbeit wurde versucht, mit Hilfe der Proteintransduktionstechnologie das IkB-
Protein IkBa und das NF-kB/Rel-Protein p65 ohne Transaktivierungsdomane (p65ATAD) in
Zellen einzuschleusen mit dem Ziel, den Transkriptionsfaktor NF-kB zu inhibieren. Eine
erhohte, konstitutive Aktivierung von NF-kB wird mit einigen schwerwiegenden
Erkrankungen wie chronischen Entziindungen und Krebs in Verbindung gebracht (1.1.7).

4.1 Perspektiven der Proteintransduktionstechnologie zur
Inhibition von NF-«kB durch IkBa und p65ATAD

Als Vermittler des intrazelluldaren Imports von IkBa und p65ATAD wurde zunéchst das
Herpes simplex-Virus Typ-1 (HSV-1) Strukturprotein VP22 gewahlt. VP22 besitzt gegeniiber
anderen Proteinen mit Transduktionseigenschaft wie dem Antennapedia Protein (ANTP) aus
Drosophila und dem Tat-Protein aus HIV-1 den Vorteil einer zusétzlichen transzellularen
Migration, die als spread bezeichnet wird. VP22-Fusionsproteine werden nicht nur nach
exogener Zugabe in Zellen aufgenommen, sondern auch nach Transfektion und Expression
aus der Produzentenzelle in zahlreiche benachbarte Zellen, die nicht transfiziert wurden,
eintransportiert (1.2; Elliott und O"Hare, 1997). Somit bietet aus der Familie der Proteine, die
einen Transmembrantransport vermitteln, VP22 die vielseitigsten Anwendungsmaoglichkeiten.

4.1.1 Intrazellulare Aufnahme von VP22-IkBa-Fusionsproteinen

Die intrazelluldare Aufnahme von exogen verabreichtem VP22 war bisher lediglich aus
ungereinigten Rohlysaten von VP22 exprimierenden Zellen nachgewiesen worden (Elliott
und O Hare, 1997). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mittels Western-Blot Analyse
und indirekter Immunfluoreszenzfarbung erstmals die spezifische Internalisierung hochreiner,
rekombinanter VP22-Fusionsproteine in Zellen dokumentiert werden. Baculoviral
exprimiertes VP22-1kBa sowie bakteriell synthetisiertes 22A159-1kBa und 22A159-AnIkBa
wurden schnell und effektiv in Zellen importiert (3.2; Abb. 12, 13, 23, 25-27). Es wurde
gezeigt, dass IkBa-Proteine auch Transduktionspotential erhielten, wenn sie nur mit den C-
terminalen 34 Aminosauren von VP22 fusioniert wurden (22A267-AnlkBa; Abb. 13). VP22-
Mutanten, denen diese 34 Aminosduren fehlen, weisen keine transzellulare Migration auf
(Elliott und O’Hare, 1997; Aints et al., 2001). Uber die Rolle des C-terminalen Endes von
VP22 fur den intrazelluléren Eintransport nach exogener Zugabe war bisher nichts bekannt.

75



DISKUSSION

Die Effektivitat des Imports von 22A267 Fusionsproteinen war jedoch im Vergleich zu den
langeren VP22-Varianten schwécher (3.2; Abb. 13). Somit sind die 34 C-terminalen
Aminosduren zwar ausreichend fir die Transduktion durch biologische Membranen, langere
VP22-Sequenzabschnitte scheinen aber die Effizienz der Transduktion zu steigern. Die
Spezifitat der intrazellularen Aufnahme von rekombinanten VP22-1kBa-Fusionsproteinen
wurde durch entsprechende Kontrollen nachgewiesen. Exogen verabreichtes IkBa wurde
nicht in Zellen importiert (3.2; Abb. 13, 18, 23, 26). Interessanterweise inhibierte auch N-
terminales GST die Transduktion der 22A159- und 22A267-Fusionsproteine durch
biologische Membranen (3.2; Abb. 13A). GST muss die physiko-chemischen Eigenschaften
der Proteine in einer Weise verdndern, die einen Membrandurchtritt unmoglich macht.
Wahrscheinlich besitzt die VP22-Sequenz durch die Flankierung von GST und IkBa nicht
mehr die fur die Transduktion erforderliche konformationelle Flexibilitét (s. 4.1.3).

4.1.2 Export und Import von VP22-Fusionsproteinen sind
unterschiedliche Prozesse

Wahrend VP22-IkBa-Fusionsproteine Proteintransduktionspotential besalRen und effektiv in
Zellen aufgenommen wurden, wiesen VP22-Fusionen weder mit IkBa noch mit p65ATAD
eine transzellulare Migration auf (3.1; Abb. 6 und 8). Der spread von VP22-Fusionen konnte
fur eine Reihe von Proteinen gezeigt werden: GFP (Elliott und O"Hare, 1999; Wybranietz et
al., 1999), p53 (Phelan et al., 1998; Wills et al., 2001), HSV-1 Thymidinkinase (TK) (Dilber
et al., 1999; Liu et al., 2001), Cytosin-Desaminase (CD) aus E. coli (Wybranietz et al., 2001).
Voraussetzung fur die Beobachtung eines spreads ist eine gute Expression der VP22-Proteine
in den transfizierten Zellen (Fang et al., 1998; Elliott und O"Hare, 1999). Sowohl die VP22-
IkBa- als auch die VP22-p65ATAD-Konstrukte wurden stark exprimiert (3.1; Abb. 4, 6 und
8), so dass eine unzureichende Synthese der Proteine nicht der Grund fur das Ausbleiben des
spreads sein kann. Auch die Orientierung von VP22 kann eine entscheidende Rolle spielen,
ob sich ein Fusionsprotein interzellular ausbreitet. VP22-CD ist nicht in der Lage, die
Produzentenzellen zu verlassen, CD-VP22 hingegen zeigt ein charakteristisches spread-
Muster (Wybranietz et al.,, 2001). Doch weder mit N-terminalen noch mit C-terminalen
Fusionen von VP22 mit IkBa oder p65ATAD lieR sich eine transzellulare Migration der
Proteine mit einem proteinspezifischen (anti-IkBa, anti-p65) oder einem epitopspezifischen
(anti-CMV) Antikorper detektieren.

Auffallig war die unterschiedliche Verteilung der VP22-1kBa- und der VP22-p65ATAD-
Proteine in der Zelle. Wahrend die IkBa-Konstrukte hauptsachlich im Cytoplasma gefunden
wurden, waren die p65ATAD-Konstrukte exklusiv im Zellkern lokalisiert (3.1; Abb. 4, 6 und
8). Der Transport von VP22-p65ATAD in den Kern der transfizierten Zellen kann
hdchstwahrscheinlich der Kernimportsequenz in der RHD von p65ATAD (1.1.1)
zugeschrieben werden. Die Expression des Konstrukts fiihrt zu einer solchen Akkumulation
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des Proteins in der Zelle, dass die endogenen IkB-Proteine nicht mehr ausreichen, um VP22-
pP65ATAD zu binden und es im Cytoplasma zurtickzuhalten. Da die transzelluldre Migration
von VP22-Fusionsproteinen vom Cytoplasma der Produzentenzellen ausgeht, ist es somit
nicht verwunderlich, dass VP22-p65ATAD keinen spread aufweist. Auch IkBa hat eine
Kernimportsequenz, die in der zweiten Ankyrin-Wiederholung liegt (Sachdev et al., 1998).
Daruberhinaus besitzt es zwei potente Kernexportsignale (Ossareh-Nazari et al., 1997;
Johnson et al., 1999), die fur eine Uberwiegend cytoplasmatische Verteilung der IKBa/NF-
kB-Komplexe veranwortlich sind. Warum VP22-IkBa-Proteine trotz vorherrschender
cytoplasmatischer Lokalisation keinen spread zeigen, kann nur spekuliert werden. Eventuell
verhindert die Wechselwirkung von IkBa mit cytoplasmatischen Komponenten (NF-kB,
Cytoskelett, Einbindung in makromolekulare Komplexe) die Auswanderung der Proteine aus
der Zelle.

Die Tatsache, dass VP22-IkBa-Proteine spezifisch und effektiv in Zellen aufgenommen
werden, jedoch keine transzelluldre Migration durchfihren, beweist, dass Export und Import
von VP22-Fusionsproteinen zwei voneinander unabhédngige Prozesse sind. Ob ein VP22-
Fusionsprotein in der Lage zu einem spread ist, scheint stark von der Natur des
Fusionspartners abhéngig zu sein.

Uber die Mechanismen des Exports und Imports von VP22 und seiner Fusionsproteine ist
wenig bekannt. Auch weil man nicht, ob der Import nach exogener Zugabe nach dem
gleichen Prinzip ablduft wie der Import wahrend der transzellularen Migration. Die
Internalisierung von exogen verabreichtem VP22 ist analog anderen Proteinen mit
Transduktionspotential rezeptorunabhéngig und erfordert auBerdem ein intaktes Aktin-
Cytoskelett (1.2; Elliott und O’"Hare, 1997). Nach Expression bindet VP22 in der
Produzentenzelle an Mikrotubuli, wodurch eine Zellteilung inhibiert wird. In Zellen, die sich
bereits in der Mitose befinden, findet man hingegen eine diffuse cytoplasmatische Verteilung
des Proteins, das sich schlielich an die kondensierenden Chromosomen anlagert und so
gleichmaRig auf die Tochterzellen verteilt wird, wo es im Zellkern lokalisiert ist (Elliott und
O’Hare, 2000; Martin et al., 2002). Aufschluss Uber den Exportmechanismus und das
Zustandekommen des charakteristischen spread-Musters konnte jedoch bis heute keine Studie
liefern.

4.1.3 Strukturelle Aspekte der VP22-IkBa-Fusionsproteine

Bei der Expression und Reinigung rekombinanter VP22-Fusionsproteine traten grofie
Schwierigkeiten auf (3.2). Zunachst war es nicht moglich, p65ATAD ohne VP22 in
verschiedenen bakteriellen Systemen in ausreichenden Mengen zu produzieren (3.2; Abb.
9D), so dass auf die Generierung von VP22-p65ATAD-Proteinen verzichtet wurde. Wéhrend
die Probleme mit p65ATAD unabhéangig von VP22 waren, korrelierten die Schwierigkeiten,
VP22-IkBa-Proteine zu synthetisieren, eindeutig mit der Fusion an VP22 (3.2). IkBa alleine
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wurde in allen getesteten Systemen stark exprimiert und konnte leicht aufgereinigt werden
(3.2 und 3.3). Komplettes VP22 oder VP22-IkBa hingegen wurden gar nicht oder nur &uferst
schwach in E. coli zur Expression gebracht (Daten nicht gezeigt). Es war allerdings mdglich,
die C-terminale Hélfte von VP22 (22A159) alleine oder als N-terminale Fusion mit IkBa und
AnIKBa (22A159-1kBa und 22A159-AnlkBa) aus E. coli zu erhalten (3.2; Abb. 9-11). Wurde
der VP22-Anteil auf die 34 C-terminalen Aminoséuren reduziert (22A267-1kBa und 22A267-
AnIKBa), so wurden sogar sehr starke Expressionslevel erreicht (3.2; Abb. 9). Die komplette
VP22-Sequenz alleine oder als Fusion mit IkBa (VP22-1kBa) konnte nur tber rekombinante
Baculoviren in Sf-9 Insektenzellen exprimiert werden (3.2; Abb. 20). Dabei wurde VP22-
IKBa im Gegensatz zu ,,nacktem® VP22 in nur geringen Mengen produziert und wies eine
starke Degradation auf (3.2; Abb. 9).

Es gibt inzwischen Berichte von anderen Arbeitsgruppen, deren Versuche ebenfalls
fehlschlugen, die vollstandige VP22-Sequenz in Bakterien zu exprimieren (Kueltzo et al.,
2000; Normand et al., 2001). Auch hier erwies sich die Reduzierung auf die C-terminale
Hélfte als erfolgreiche Strategie zur bakteriellen Produktion und Aufreinigung des Proteins.
Eine Strukturanalyse der C-terminalen Halfte mittels Circulardichroismus, kalorimetrischen
Untersuchungen und UV-Spektroskopie deckte eine hohe konformationelle Labilitat des
Proteins auf (Kueltzo et al., 2000). Die Tertidrstruktur zeigte im Temperaturbereich von 20-
60°C mehrere diskrete Strukturiibergange, die stark von anderen &uf3eren Bedingungen wie
der Anwesenheit von zweiwertigen Kationen beeinflusst wurden. Die Wechselwirkung mit
Mg®*, Zn®** oder Oligonukleotiden fiihrte sogar zu Veranderungen der Sekundarstruktur.
Kueltzo et al. nehmen an, dass die strukturelle Instabilitdt wichtig fir den Trans-
membrantransport des Proteins ist. Ebenso ist von Tat und ANTP bekannt, dass zumindest
ihre PTDs keine definierte Struktur annehmen (Calnan et al., 1991; Loret et al., 1991; Derossi
et al., 1996). Die konformationelle Labilitat kénnte eine Ursache fiir die Schwierigkeit sein,
VP22 in Bakterien zu exprimieren. Strukturelle Instabilitat senkt die Ldslichkeit eines
Proteins und fordert gleichzeitig seinen Abbau durch bakterielle Proteasen. Die N-terminale
Phosphorylierung von VP22, die nach HSV-1 Infektion beobachtet wird und wahrscheinlich
flr die Freisetzung des Proteins aus Viruspartikeln von Bedeutung ist (Morrison et al., 1998;
Elliott et al., 1999), kdnnte wichtig fir die strukturelle Stabilitat des freien Proteins sein. Dass
diese Phosphorylierung prinzipiell in Sf-9 Insektenzellen posttranslational erfolgen kann,
wirde eine Erklarung liefern, warum die komplette VP22-Sequenz in Sf-9 Insektenzellen gut,
jedoch uberhaupt nicht in Bakterien exprimiert wird, die zu dieser Modifikation nicht féhig
sind.

Des Weiteren konnte die instabile Tertidrstruktur fir die hohen Verluste wéhrend der
Reinigung der verschiedenen VP22-IkBa-Proteine verantwortlich sein. Bei hohen lokalen
Proteinkonzentrationen, wie sie wahrend der Bindung an S&ulenmaterial auftritt, oder auch
bei der Dialyse gegen einen Puffer mit geringerer lonenstarke fordert eine fluktuierende
Terti&rstruktur durch die vermehrte Exponierung hydrophober Bereiche ein Aggregieren und
denaturierendes Ausfallen der Proteine. Zusatzliche Komplikation entsteht dadurch, dass
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VP22 und ebenfalls seine C-terminale Halfte viele Arginin- und Lysinreste enthalten, die bei
physiologischem pH-Wert fiir eine starke positive Gesamtladung des Proteins sorgen. IKBa
hingegen besitzt sehr viele saure Aminosauren (Aspartat und Glutamat), die dem Protein eine
starke negative Gesamtladung verleihen, so dass VP22-IkBa einen Dipolcharakter hat. Die
konformationelle Flexibilitat von VP22 kdnnte dazu fihren, dass Bereiche des Molekdils tiber
ionische Wechselwirkung mit negativ geladenen Bereichen von IkBa interagieren, wodurch
an anderen Stellen von VP22 zumindest temporar vermehrt hydrophobe Aminosaurereste
exponiert wirden. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestutzt, dass im
bacuoviralen System VP22 alleine deutlich besser und stabiler exprimiert wurde als VP22-
IKBa (3.2; Abb. 20C). Auch wirde sie die breite, unscharfe Elution von VP22-IkBa von der
Mono-Q-Séule erkléren (3.2; Abb. 22). Die Uberzeugendsten Anhaltspunkte lieferten jedoch
die in vitro-Analysen der Integritat der aufgereinigten Proteine mittels EMSA. VP22-1kBa
und 22A159-IkBa erwiesen sich in vitro als genauso potent, die Bindung von NF-kB an sein
Erkennungsmotiv zu inhibieren, wie IkBa mit oder ohne (His)s-Epitop und GST-IkBa (3.2;
Abb. 15 und 24). Damit wurde die korrekte Faltung und funktionelle Integritat des IkBa-
Anteils in den Fusionsproteinen nachgewiesen. 22A159-AyIkBa hingegen war ein wesentlich
schwécherer Hemmer der DNA-Bindung von NF-kB in den in vitro-Experimenten und es
musste eine deutlich groRere Proteinmenge eingesetzt werden, um einen Hemmeffekt zu
beobachten (3.2; Abb. 15). Dass die schwachere Inhibition nicht prinzipiell am Fehlen der N-
terminalen Domane von IkBa liegen kann, zeigt die Tatsache, dass in eukaryontischen Zellen
exprimiertes VP22-AylkBa sehr wohl in der Lage war, NF-kB zu inhibieren (3.2; Abb. 5B).
Vielmehr ist es wahrscheinlich, dass es durch die konformationelle Labilitat von VP22 zu
fluktuierenden Konformationszustdnden kommt, in denen Bereiche von VP22 mit den
Ankyrin-Wiederholungen von AnxlkBa Uber elektrostatische Wechselwirkung interagieren
und so die Bindung von AylkBa an NF-kB stéren. Die N-terminale Domane von IkBa wiirde
dann als Abstandshalter wirken, der die Ankyrin-Wiederholungen von den flexiblen
Bereichen von 22A159 rdumlich trennt.

Neben den strukturellen Betrachtungen zur Erklérung der Probleme waéhrend der Expression
und Reinigung der rekombinanten VP22-IkBa-Fusionsproteine kann die mangelnde
Expression der kompletten VVP22-Sequenz in Bakterien ebenso andere Ursachen haben. VP22
ist ein Protein viralen Ursprungs. Es kdnnten Sequenzmotive im N-terminalen Bereich des
Molekils vorhanden sein, die bereits wahrend der Translation von bakteriellen Proteasen im
Rahmen einer Abwehrreaktion erkannt und geschnitten werden. Auch beim Vergleich der
unterschiedlichen Produktion von VP22 und VP22-IkBa in Sf-9 Zellen ist zu beachten, dass
generell rekombinante Proteine um so schlechter exprimiert werden, je grof3er sie sind.
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4.1.4 Inhibition von NF-kB durch VP22-IkBa-Fusionsproteine

Trotz einer effektiven intrazellularen Aufnahme erwiesen sich sémtliche bakteriell
exprimierten 22A159- oder 22A267-1kBa-Proteine als unfahig, NF-kB in der Zelle zu
inhibieren (3.2; Abb. 14 und 16B). Fur die 22A267-Fusionsproteine und Proteine mit AylkBa
konnte dies mit einer mangelnden Hemmung der DNA-Bindung von NF-kB in vitro korreliert
werden (3.2; Abb. 15). 22A159-1kBa hingegen war ein potenter Inhibitor in vitro, besal aber
dennoch keinen Effekt nach Import in die Zellen (3.2; Abb. 15B und 16B). Die Analyse des
Imports von 22A159-IkBa mittels Western-Blot zeigte, dass die intrazellulare Konzentration
des Proteins hoéher war als die von endogenem IkBa (3.2; Abb. 16A). Eine genauere
Untersuchung der intrazellularen Verteilung durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung deckte
die Akkumulation des Proteins in granuldren Strukturen unterschiedlicher GroRe auf (3.2;
Abb. 17). Das scheinbar ausschlieBlich in diesen Strukturen angehdufte Protein war
offensichtlich nicht in der Lage, mit NF-kB zu wechselwirken. Es wurde beschrieben, dass
sich bei Inkubation der C-terminalen Halfte von VP22 mit Oligonukleotiden sphérische
Partikel aus den beiden Komponenten ausbilden, die nach exogener Zugabe in das
Cytoplasma von Zellen aufgenommen werden (Normand et al., 2001). Fluoreszenzaufnahmen
von Zellen mit diesen Partikeln weisen eine verbliiffende Ahnlichkeit zu den in Abbildung 17
prasentierten Aufnahmen der Zellen nach Internalisierung von 22A159-1kBa auf. Normand et
al. nehmen an, dass die Partikel aus Aggregaten der C-terminalen Halfte von VP22 mit den
Oligonukleotiden bestehen, die Uber elektrostatische Wechselwirkung zusammengehalten
werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den granuldren Strukturen, die
nach Import von 22A159-IkBa beobachtet wurden, um membranumhillte Vesikel handelt.
Aufgrund des Dipolcharakters des Fusionsproteins erscheint es allerdings sehr
wahrscheinlich, dass die Granula, in Analogie zu den VP22/Oligonukleotid-Komplexen,
Proteinaggregate von 22A159-IkBa sind, die durch elektrostatische Wechselwirkung
zustande gekommen sind. Ob sich die 22A159-IkBa-Komplexe entsprechend den
VP22/0Oligonukleotid-Komplexen bereits vor oder erst nach dem Transport in die Zellen
ausbilden, ist nicht bekannt. Durch intensive Lichtbestrahlung konnte eine Aufldsung der
VP22/0Oligonukleotid-Aggregate und damit eine gleichméRige Verteilung des Oligonukleotids
in der Zelle erreicht werden, was aber die Kopplung des Oligonukleotids mit einem
Chromophor voraussetzte (Normand et al., 2001).

Im Gegensatz zu 22A159-1kBa bewirkten in 293 Zellen exprimiertes, unaufgereinigtes und
baculoviral exprimiertes, hochreines VP22-IkBa eine effektive Inhibition von NF-kB nach
spezifischer intrazellularer Aufnahme (3.2; Abb. 19, 25-27). Auch mit diesen IkBa-Proteinen,
die mit der kompletten VVP22-Sequenz fusioniert worden waren, wurde eine Aggregatbildung
nach Import in Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung beobachtet (3.2; Abb. 18,
19 und 23). Die granuldren Strukturen waren jedoch von weniger klar definierter GroRe und
hatten ein eher amorphes Erscheinungsbild. Uber die gesamte Zelle wurde eine erhéhte
Fluoreszenzintensitét detektiert, was anzeigt, dass zumindest ein Teil der importierten VP22-
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IKBa-Proteine in freier, unkomplexierter Form vorlag, das wahrscheinlich fir die
Wechselwirkung mit NF-kB und die beobachtete Inhibition des Transkriptionsfaktors
verantwortlich war. Warum die Fusion aus IkBa mit der vollstdndigen VP22-Sequenz eine
geringere Neigung zur Aggregatbildung hatte als 22A159-1kBa, ist nicht Kklar. Vielleicht
kdnnte auch hier eine posttranslationale Phosphorylierung von VP22 in 293 und Sf-9 Zellen
eine Rolle spielen, die die Struktur des Molekdls stabilisiert und die positive Gesamtladung
des VP22-Anteils abschwacht. Unterschiedlich stark phosphorylierte Populationen von VP22-
IKBa hatten demnach eine unterschiedliche Tendenz zur Aggregatbildung.

4.1.5 Perspektiven des VP22-Systems zur Inhibition von NF-kB

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang erstmals die Aufreinigung des vollstdndigen
VP22-Proteins sowie eines VP22-1kBa-Fusionsproteins. Die exogene Zugabe von bereits
3 ug von rekombinantem VP22-IkBa zu Zellen in einer 35 mm Kulturschale bewirkte nach
spezifischer intrazellularer Aufnahme des Proteins eine beachtliche Inhibition des
Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellen (3.2; Abb. 25 und 26). Sowohl die basale
Aktivierung (Abb. 25) als auch die TNFa-induzierte Aktivierung von NF-kB (Abb. 25 und
26) wurden durch importiertes VP22-IkBa stark gehemmt. Trotz der effektiven
Internalisierung des Fusionsproteins war dennoch keine volistandige Inhibition des
Transkriptionsfaktors zu erreichen (Abb. 25 und 26), was auf die Tendenz von VP22-1kBa
zur Aggregatbildung zuruckgefiihrt werden kann, die den intrazellularen Pool an freiem,
zuganglichem Protein reduziert (4.1.4). Durch Erh6hung der Dosis von 3 pg auf 10 pg gelang
es, eine nahezu komplette Inhibition der TNFa induzierten Aktivierung von NF-kB zu
erzielen (3.2; Abb. 27A). In den Lysaten von Kontrollzellen wurden allerdings auch geringe
Mengen von rekombinantem IkBa detektiert (Abb. 27B), das ebenfalls zu einer, wenngleich
schwachen, Hemmung der DNA-Bindung von NF-kB fiihrte. Die Zellen waren nach der
Ernte offensichtlich nicht stringent genug gewaschen worden, was die Detektion von Resten
unspezifisch assoziierter Proteine zur Folge hatte. Auch wenn es sich nur um einen geringen
Anteil des VP22-IkBa-Effektes handelt, so ist damit das Ergebnis des Experimentes trotzdem
mit Vorsicht zu interpretieren. Importstudien mit bakteriell exprimiertem 22A159-IkBa, das
wahrscheinlich aufgrund deutlich starkerer Neigung zur Bildung von Aggregaten keinen
inhibitorischen Effekt in vivo hatte, deuteten an, dass eine Erhéhung der Dosis des
verabreichten Proteins zwar zu einem erhohten Level an intrazelluldr aufgenommenem
Protein fuhrte, gleichzeitig jedoch die Aggregatbildung in der Zelle forderte (3.2; Abb. 17).
Aufgrund der sehr geringen Mengen an aufgereinigtem, baculoviral exprimierten VP22-IkBa
konnten hier keine detaillierteren Untersuchungen vorgenommen werden. Eine Unterbindung
oder zumindest eine Hemmung der intrazelluldren Aggregatbildung kénnte die inhibitorische
Wirkung von VP22-IkBa drastisch steigern. Wie dies zu erreichen wére, ist bis jetzt unklar.
Die Verwendung von Detergentien scheidet aus, da sie durch Permeabilisierung der Membran
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Importartefakte verursachen wirden. Andere Substanzen, wie DMSO, sind toxisch fur die
Zellen. Eventuell bietet der Zusatz bestimmter Kationen (z. B. Mg**) oder generell eine
Veranderung der lonenstarke eine Mdoglichkeit, doch auch dieser Ansatz konnte sich
nachteilig auf die Zellviabilitat auswirken.

Bisher konnten einige Proteine durch das VP22-System erfolgreich unter Erhalt ihrer
biologischen Aktivitat in Zellen eingebracht werden. Dabei wurde tberwiegend die Fahigkeit
der VP22-Fusionsproteine zur transzelluldren Migration ausgenutzt. GFP (Elliott und O Hare,
1999; Wybranietz et al., 1999), p53 (Phelan et al., 1998; Wills et al., 2001), HSV-1
Thymidinkinase (TK) (Dilber et al., 1999; Liu et al., 2001), Cytosin-Desaminase (CD) aus E.
coli (Wybranietz et al., 2001), Flp Rekombinase (Bennet und Dalby, 2002) sowie
verschiedene Modellantigene (Cheng et al., 2001; Hung et al., 2001; Oliveira et al., 2001)
zeigten als VVP22-Fusionsproteine den charakteristischen spread. Das einzige Beispiel in der
Literatur fir den intrazellularen Import eines aufgereinigten VP22-Proteins nach exogener
Zugabe ist bakteriell exprimierte T7 RNA Polymerase fusioniert mit der C-terminalen Halfte
von VP22 (Bennet und Dalby, 2002). Die biologische Aktivitat der angefiihrten Proteine
wurde teilweise direkt (enzymatische Aktivitat, Reportergenstudien), teilweise aber auch nur
indirekt (Apoptoseinduktion durch p53, Immunantwort durch Modellantigene) bestimmt.
Allen Proteinen ist jedoch gemeinsam, dass im Gegensatz zu IkBa bereits relativ geringe
intrazellulare Mengen ausreichen, um eine biologische Aktivitat zu detektieren. So ist der
Nachweis einer enzymatischen Aktivitat ungleich sensitiver als die Messung der Inhibition
von NF-kB durch IkBa, da IkBa direkt in einem 1:1 Verhaltnis mit endogenem NF-kB
wechselwirken muss. Trotz dieses Dosis-Wirkungsnachteils und der Aggregatbildung von
VP22-IkBa konnte eine starke inhibitorische Aktivitat des Proteins beobachtet werden.

Der wirklich limitierende Faktor in der Anwendbarkeit von VP22-IkBa war die
Schwierigkeit, das Protein in ausreichender Menge und Konzentration zu erhalten. VP22-
IkBa wurde generell nicht in bakteriellen Systemen exprimiert. Eine Aufreinigung aus
transient transfizierten 293 Zellen sowie aus transient und stabil transfizierten Sf-9
Insektenzellen war wegen zu geringer Expression des Proteins nicht mdéglich. Einzig die
baculovirale Expression in Sf-9 Zellen bot die Chance zum Erhalt von VP22-IkBa. Die
geringen Ausbeuten an aufgereinigtem VP22-1kBa standen allerdings in keinem Verhaltnis
zu dem dazu notwendigen, immensen Aufwand und erlaubten die Durchfiihrung nur weniger
Experimente. Eine Alternative kénnte die Expression in Hefezellen bieten. Mit Hinblick auf
die physiko-chemischen Eigenschaften des Proteins (4.1.3) scheint die Expression und
Aufreinigung groRer Mengen VP22-1kBa jedoch kein triviales Unterfangen zu sein. Dabei
waére es interessant, das Protein auf seine Wirksamkeit in Entziindungs- oder Tumormodellen
in Tieren zu testen. Es kdnnte die Frage beantwortet werden, ob die gerichtete Aufnahme von
VP22-IkBa in lebendes Gewebe genauso effizient wie in kultivierte Zellen vonstatten geht
und ob eine Hemmung von NF-kB erreicht werden kann, die ausreicht, um einen
antiinflammatorischen Effekt oder eine Wirkungsverstarkung von Chemotherapeutika zu
detektieren.
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4.1.6 Das Importpeptid Pep-1

Das synthetische Importpeptid Pep-1 wurde von Morris et al. beschrieben (3.3; Abb. 28;
Morris et al., 2001) und ist inzwischen von der Firma Active Motif unter dem Produktnamen
Chariot™ erhaltlich. Mit Hilfe von Pep-1 konnte die spezifische intrazelluldre Aufnahme von
Peptiden, Proteinen (B-Galactosidase) und Antikorpern erreicht werden. Pep-1 besitzt
gegentber anderen Proteinen und Peptiden mit Proteintransduktionseigenschaft den Vorteil,
dass kein Fusionskonstrukt hergestellt werden muss. Pep-1 und das einzuliefernde Protein
bilden nicht-kovalente Komplexe, die nach Import in die Zellen dissoziieren. Da ein Groliteil
der Probleme mit VP22-IkBa hochstwahrscheinlich auf die Fusion der beiden
unterschiedlichen Komponenten zurlckzufihren war (4.1.3), bot sich durch Pep-1 die
Mdoglichkeit, die durch die Fusion entstandenen Nachteile zu umgehen. Komplexe aus
bakteriell exprimiertem IkBa und Pep-1 wurden tatsdchlich sehr effektiv von Zellen
internalisiert, zeigten aber im Gegensatz zu VP22-IkBa keine NF-kB inhibitorische Aktivitat
(3.3; Abb. 29). Auf eine genauere Analyse dieses Ergebnisses wurde verzichtet. Es ist
allerdings bekannt, dass sich auch bei Anwendung von Pep-1, in Abhangigkeit der
eingesetzten Konzentration des Importpeptids und der Natur des zu importierenden Proteins,
grollere Aggregate bilden konnen, die analog zu VP22-IkBa die Konzentration an freiem
I6slichem Protein in der Zelle drastisch senken (Information der Firma Active Motif). Selbst
der in diesem Fall empfohlene Einsatz von DMSO (Dr. J6rg Plimpe, Firma Active Motif,
personliche Mitteilung) brachte weder eine Steigerung des Imports noch eine Verbesserung
des Hemmeffektes auf die NF-kB-Aktivitdt (3.3; Abb. 29A). Somit war Pep-1 keine
Alternative zu dem VP22-IkBa-Fusionsprotein.

4.1.7 Alternative Strategien zur Inhibition von NF-kB

In bestimmten pathologischen Prozessen wie z. B. chronischen Entziindungen und vielen
malignen Erkrankungen findet man eine (Uberschielende, konstitutive Aktivierung des
normalerweise streng regulierten NF-kB. Die daraus erfolgende Verdnderung des
Genexpressionsprofils in den betroffenen Geweben tragt entscheidend zum Krankheitsbild bei
(1.1.7). Die Inhibition von NF-kB in diesen Prozessen ist der Angriffspunkt vieler
therapeutischer Strategien. Aufgrund des komplexen Signalweges, der zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors fuhrt, sind prinzipiell mehrere Ansatzpunkte zur Intervention moglich
(1.1). Viele der zur Behandlung chronischer Entziindungen eingesetzten Substanzen
inhibieren NF-kB. Glucocorticoide hemmen die transkriptionelle Aktivitdt von NF-kB,
wahrscheinlich durch direkte Wechselwirkung des Glucocorticoidrezeptors mit p65
(Makarov, 2000). Nicht steroidale antiinflammatorische Substanzen (NSAIDs) wie Aspirin,
und Antioxidantien wie Vitamin C, E, N-Acetylcystein (NAC) oder Pyrollidindithiocarbamat
(PDTC) greifen weiter stromaufwarts in den Aktivierungsweg von NF-kB ein (Epinat und
Gilmore, 1999). Fur Aspirin konnte eine direkte Inhibition von IKK[(3 gezeigt werden (Yin et
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al., 1998). Auch andere zur Behandlung von chronischen Entziindungen oder Tumoren
verwendete Substanzen wie Sulfasalazin, Methotrexat oder Curcumin inhibieren die Aktivitat
des IKK-Komplexes (zusammengefasst bei Makarov, 2000; Karin et al., 2002). Alle
angefihrten Substanzen sind jedoch keine spezifischen NF-kB-Inhibitoren, sondern haben
weitere, zusatzliche Angriffspunkte in der Zelle. AuRerdem hemmen sie NF-kB haufig (in
Abhangigkeit ihrer Applikation) nicht nur in betroffenen Geweben, sondern ebenfalls an
anderer Stelle im Organismus, was aufgrund der Bedeutung des Transkriptionsfaktors fur
viele physiologische Prozesse zu unerwinschten Nebenwirkungen fiihren kann. Darlber
hinaus ist nicht eindeutig geklart, ob der IKK-Komplex neben den IkB-Proteinen noch andere
Substrate phosphoryliert und/oder reguliert, so dass ein Eingriff an dieser Stelle auch
Nebeneffekte zur Folge haben kdnnte.

Einen spezifischeren Ansatz stellt die Inhibition von NF-kB durch Oligonukleotide dar. Nach
Verabreichung von p65/RelA-Antisense-Konstrukten wurde eine Verminderung der
Symptome in einem Mausmodell von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen beobachtet
(Neurath et al., 1996). In einer alternativen Strategie wurden Decoy-Oligonukleotide
angewendet, die mehrere NF-kB-Bindungsstellen (kB-Motive) enthielten. Mit diesen konnte
in einem Kollagen induzierten Arthritis-Modell in Ratten die Produktion von IL-1 und TNFa
in den Gelenken inhibiert und eine Linderung der Krankheitssymptome erreicht werden
(Tomita et al., 1999). Beide Gentherapie-Ansatze flhrten allerdings nur zu einer teilweisen
Verbesserung der Krankheitsbilder, was in der generell mangelnden Effizienz und sogar
Reproduzierbarkeit des intrazelluldren Imports von Oligonukleotiden in vivo begriindet ist.
Die Proteintransduktionstechnologie hat inzwischen ihre Effizienz in verschiedenen in vivo-
Tiermodellen unter Beweis gestellt (4.2). Es existiert sogar ein Bericht, in dem die Inhibition
von NF-kB durch intrazelluldare Aufnahme eines Peptids mittels Proteintransduktion
beschrieben wurde (May et al., 2000). Bei dem 11 Aminosauren umfassenden Peptid handelt
es sich um ein Sequenzstuck aus der N-terminalen Region von IKK, das essentiell fir die
Wechselwirkung mit IKKy (NEMO) ist. Durch Einschleusung des Peptids in Zellen durch N-
terminale Fusion mit der PTD aus ANTP (1.2) wurde die Bildung des IKK-Komplexes
unterbunden und somit die TNFa induzierte NF-kB-Aktivierung inhibiert. In zwei
Mausmodellen fiir akute Entziindungen (PMA induziertes Ohr-Odem und Zymosan induzierte
Peritonitis) erwies sich der Einsatz des Peptids als genauso wirksam wie der Einsatz von
Dexamethason (May et al., 2000). Genau wie bei vielen der oben aufgefiihrten Substanzen
greift dieser Ansatz jedoch schon auf der Stufe des IKK-Komplexes ein, wodurch seine
Spezifitat aus den bereits genannten Griinden vermindert werden konnte.

Ein spezifischer Eingriff zur Inhibition von NF-kB misste nach dem heutigen Kenntnisstand
direkt an den NF-kB/Rel-Proteinen oder an den NF-kB/IkB-Komplexen erfolgen, weshalb zu
Beginn der vorliegenden Arbeit IkBa und p65 als Ziele ausgewéhlt wurden. Eine
Beschrankung oder Reduzierung des Zielproteins (NF-kB- oder IkB-Protein) auf eine
ausgewdhlte Peptidsequenz, die essentiell fir die Bindung von NF-kB an DNA oder IkB-
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Proteine ist, scheint eine attraktive Alternative darzustellen, um die beschriebenen Probleme,
die mit den vollstandigen Sequenzen auftraten, zu umgehen. Dies dirfte allerdings aufgrund
der extensiven, ausgedehnten Wechselwirkungen von NF-kB mit IkB-Proteinen (1.1.2) oder
von NF-kB mit DNA (1.1.1) ein schwieriges Unterfangen sein. Erfolgsversprechender
erscheint die Fusion mit der PTD von Tat (1.2; Tab. 1). Die 301 Aminoséuren von VP22
wirden durch die 11 Aminosduren umfassende Tat-PTD ersetzt. Es sei daran erinnert, dass
die Fusionen von IkBa mit den 34 C-terminalen Aminosduren (22A267) deutlich besser
exprimiert wurden als die Konstrukte mit langeren VP22-Sequenzen (3.2; Abb. 9). Mit Tat-
PDT-Fusionsproteinen wurden ausgezeichnete Ergebnisse erzielt (4.2).

4.2 Allgemeine Perspektiven und Grenzen der Protein-
transduktionstechnologie

Die Proteintransduktionstechnologie hat in den letzten Jahren mit der Entdeckung von ANTP,
Tat und VP22, und ihrer aullergewohnlichen Fahigkeit, durch biologische Membranen zu
translozieren, grof3es Interesse erfahren. Obwohl sie ihr Potential bereits jetzt in einer Vielzahl
von Zellkultur- und Tiermodellexperimenten unter Beweis gestellt hat, steckt die Protein-
transduktionstechnologie noch in den Kinderschuhen und es verbleiben noch einige Fragen
besonders hinsichtlich ihrer universellen Einsetzbarkeit zu klaren.

Die Anwendbarkeit von ANTP und der von ihm abgeleiteten Penetratine (1.2) scheint auf den
intrazellularen Import von Peptiden beschrankt zu sein, da die Transduktionseffizienz mit
grolReren Proteinen drastisch abnimmt (Schwarze und Dowdy, 2000). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Erfolg des VP22-Systems stark von der physiko-
chemischen Natur des Fusionspartners abhéngig ist. Es wird h&ufig versucht, den spread von
VP22-Fusionsproteinen mit klassischen Gentherapieansatzen zu kombinieren (virale
Vektoren, die die genetische Information fiir VP22-Fusionsproteine beherbergen), um auf
diese Weise die Effizienz des viral vermittelten Gentransfers zu steigern. Diese Strategie ist
jedoch nicht universell einsetzbar, da einige VP22-Proteine offensichtlich nicht zur
transzellularen Migration f&hig sind.

Es gibt Stimmen, die behaupten, dass es sich bei vielen der beobachteten Protein-
transduktionen um Artefakte handelt. Einer der ersten Hinweise in diese Richtung war die
Tatsache, dass der spread von VP22-GFP-Fusionsproteinen nicht in lebenden Zellen, sondern
nur nach Methanol-Fixierung der Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung
detektiert werden konnte (Fang et al., 1998). Es wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass
der spread von VP22-GFP zumindest nicht abh&ngig von der Fixierungsmethode ist (Brewis
et al., 2000). Die Autoren argumentierten, dass in lebenden Zellen keine transzellulére
Migration von VP22-GFP zu sehen ist, l4ge an der zu geringen Fluoreszenzintensitat von GFP
in Zellen unter Kulturmedium. Doch auch andere Gruppen artikulierten Zweifel an der
Spezifitat des spreads von VP22 und der tatsachlichen Transduktion von VP22, ANTP und
Tat durch biologische Membranen (Lundberg und Johansson, 2001; Lundberg und Johansson,
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2002). Die Wechselwirkung der basischen Proteine mit Membranen sei eher unspezifischer
Natur und der mit indirekter Immunfluoreszenzfarbung beobachtete intrazellulére
Eintransport sowie der spread von VP22 sei ein Artefakt, das durch Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen verursacht werde. Dieser Kritik steht eine wachsende Zahl
experimenteller Gegenbeweise gegeniiber. Nicht zuletzt in der vorliegenden Arbeit wurde die
Aufnahme von VP22-IkBa auch durch andere Methoden (Western-Blot) und dariiber hinaus
die biologische Aktivitat des Proteins nach Import in den Zellen nachgewiesen. Der spread
von VP22-GFP konnte ebenfalls mittels FACS-Analyse an lebenden Zellen gezeigt werden
(Wybranietz et al., 1999). Es existieren inzwischen viele Publikationen, die sowohl in
Zellkultur als auch in Tiermodellen direkt oder indirekt die biologische Aktivitat von durch
VP22, ANTP und Tat importierten Proteinen und Peptiden gemessen haben, woflr der
spezifische intrazellulare Eintransport der Proteine absolute VVoraussetzung war.

Eine weitere Einschrankung fiir den Einsatz der Proteintransduktionstechnologie in vivo fir
therapeutische Zwecke koénnte das Ausldsen einer Immunantwort durch VP22-, ANTP- oder
Tat-Sequenzen sein. Bisher ist dieses Problem kaum untersucht worden. Die tdgliche
Verabreichung eines Tat-GFP-Fusionsproteins tber 14 Tage bewirkte keine Immunreaktion
in Mausen (Schwarze und Dowdy, 2000). Nach intraperitonealer Gabe wvon VP22
exprimierenden Zellen in immunkompetente Mé&use konnte keine CTL (cytotoxische T-
Lymphocyten)-Antwort detektiert werden (Wolfgang Wybranietz, personliche Mitteilung).
Durch die Beschrankung auf die PTDs der Proteine oder die Generierung synthetischer
Peptide mit Transduktionspotential kann die Gefahr einer unerwinschten Immunantwort
sicherlich minimiert werden; weitere experimentelle Daten missen jedoch in Zukunft dartber
Aufschluss geben.

Aufgrund der genannten Beschrdnkung auf Peptide hat das ANTP-System nicht so grole
Beachtung erfahren wie Tat und VP22. Bei dem intrazelluldren Import kompletter Proteine
unter Erhalt ihrer biologischen Aktivitat wurden mit Tat und VP22 bemerkenswerte Erfolge
erzielt. Wie bereits angefiihrt, gehdren zu den Proteinen, bei denen durch Fusion mit VP22
ein spread unter Erhalt ihrer Aktivitat beobachtet wurde, GFP, p53, HSV-1 Thymidinkinase
(TK), Cytosin-Desaminase (CD) aus E. coli, FIp Rekombinase, das grofle T-Antigen aus
SV-40 (Derer et al., 2002) sowie verschiedene Modellantigene (4.1.5). Transkriptionell aktive
T7 RNA-Polymerase, fusioniert mit der C-terminalen Hélfte von VP22, wurde direkt nach
exogener Zugabe in Zellen aufgenommen (Bennet und Dalby, 2002). In einem Maus-
Tumormodell konnte durch den Einsatz von rekombinanten Adenoviren, die p53-VP22
exprimierten, eine deutliche Steigerung der Apoptoserate von Tumorzellen gegeniber p53
alleine festgestellt werden (Wills et al., 2001). Der verbesserte Anti-Tumoreffekt konnte mit
einer im Vergleich zu p53 groReren, weiterreichenden Verteilung von p53-VP22 im
Tumorgewebe korreliert werden. Die Wirksamkeit und Effizienz des VP22-Systems in vivo
wurde auch durch die Versuche mit Modellantigenen unter Beweis gestellt, in denen durch
spread der VP22-Antigen-Fusionsproteine eine dramatische Steigerung der antigen-
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spezifischen Immunantwort erreicht wurde (Cheng et al., 2001; Hung et al., 2001; Oliveira et
al., 2001).

Als Tat-Fusionsproteine konnten u.a. GFP (Caron et al., 2001), Cre Rekombinase (Peitz et al.,
2002), Katalase (Jin et al., 2001), p27"""* (Nagahara et al., 1998), Glucuronidase (Xia et al.,
2001), Glutamat-Dehydrogenase (Yoon et al., 2002) und Caspase-3 (Harada et al., 2002) in
Zellen importiert werden. Ein Fusionsprotein aus der Tat-PTD (Aminosduren 47-57, s. 1.2
und Tab. 1) und der -Galactosidase liel? sich im Mausmodell nach intraperitonealer Injektion
in allen Geweben und sogar im Gehirn detektieren bei nachweislich intakter Blut-Hirn-
Schranke (Schwarze et al., 1999). Normalerweise ist eine effektive Aufnahme wvon
therapeutischen Substanzen, Peptiden und Peptidomimetika in das Gehirn auf Molekile mit
einer Grolke bis etwa 600 Dalton beschrankt und die Blut-Hirn-Schranke stellt fir viele
Substanzen eine undurchdringliche Barriere dar (Egleton und Davis, 1997, van de
Waterbeemd et al., 1998). Dass durch die Tat-PTD [3-Galactosidase mit einem Molekular-
gewicht von 120 kD diese Barriere durchschreiten kann, verdeutlicht die Mdglichkeiten, die
in der Proteintransduktionstechnologie stecken. Interessant ist die Beobachtung, dass
Fusionsproteine mit der Tat-PTD héaufig ein groReres Transduktionspotential besitzen, wenn
sie denaturierend aufgereinigt wurden. Da die denaturierten Proteine jedoch in der Zelle ihre
biologische Aktivitat entfalten, wird angenommen, dass sie nach der Aufnahme mit Hilfe von
Chaperonen in ihre native Konformation zurtickgefaltet werden (Nagahara et al., 1998). Auch
mit dem Tat-PTD-Glucuronidase-Fusionskonstrukt wurde in Mausen mit Mucopoly-
saccharidosis Typ VII sehr vielversprechende Ergebnisse erhalten (Xia et al., 2001; Elliger et
al., 2002).

Trotz der rasanten Entwicklung in den letzten Jahren und der erzielten Erfolge missen in
Zukunft weitere Experimente, vor allem in Tiermodellen, Gber das tatséchliche Potential der
Proteintransduktionstechnologie Aufschluss geben.
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5 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor NF-kB spielt eine wichtige Rolle im Immunsystem und in der
Stressantwort. NF-kB wird in den meisten Geweben in einem inaktiven Zustand gehalten
durch Wechselwirkung mit IkB-Proteinen, von denen das prominenteste und wichtigste IkBa
ist. Die voribergehende, zeitlich begrenzte Induktion des Transkriptionsfaktors ist ein
komplexer, feinregulierter Prozess, der es dem Organismus ermoglicht, gezielt auf eine
Vielzahl von unterschiedlichen stressinduzierenden Stimuli zu reagieren. Eine ungewollte,
konstitutive Aktivierung von NF-kB ist eine Begleiterscheinung vieler schwerwiegender
Erkrankungen, zu denen chronische Entziindungen und Krebs gehoren. Dabei tragt die
permanente Aktivierung von NF-kB entscheidend zur Progression der Erkrankungen bei.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Anwendbarkeit einer neuen Strategie zur
Inhibition von NF-kB untersucht. Es wurde getestet, ob mit Hilfe der Proteintransduktions-
technologie Proteine in Zellen eingeschleust werden konnen, die die Aktivitdt von NF-kB
hemmen. Als Kandidaten wurden das IkB-Protein IkBa und das NF-kB/Rel-Protein p65 ohne
Transaktivierungsdomane (p65ATAD) gewahlt. Von IkBa wurden auch Konstrukte kloniert,
denen die N-terminale, regulatorische Doméne fehlte (AnIkBa). AnlkBa ist resistent
gegeniiber den Abbausignalen durch NF-kB aktivierende Stimuli und stellt damit eine
»ouperrepressor“-Form von IkBa dar. Die IkBa- und p65ATAD-Proteine sollten durch
Fusion mit dem Herpes simplex-Virus Typ-1 (HSV-1)-Strukturprotein VP22 in Zellen
eingeschleust werden.

VP22 und VP22-Fusionsproteine werden nicht nur wie ANTP und Tat nach exogener Zugabe
spezifisch intrazelluldar aufgenommen, sondern sind ebenfalls zu einer transzelluldren
Migration (spread) f&hig. Hierbei wandern die Proteine aus transfizierten Produzentenzellen
in nicht-transfizierte Zellen ein, wodurch eine anndhernd 100%ige Transfektionseffizienz
erreicht werden kann. Somit bietet VP22 gegeniiber anderen Proteinen mit PTDs eine
zusatzliche Anwendungsmaoglichkeit.

Die Expression von IkBa- und p65ATAD-Konstrukten, die N- oder C-terminal mit VP22
fusioniert worden waren, in eukaryontischen Zellen fuhrte zur Produktion groRer Mengen
rekombinanter Proteine. Alle Konstrukte waren funktionell aktiv und inhibierten die TNFa
induzierte Aktivierung von NF-kB vollstandig. Es konnte jedoch weder mit den VP22-IkBa-
noch mit den VP22-p65ATAD-Proteinen ein spread beobachtet werden, so dass fur diesen
Ansatz die VVP22-Fusionsproteine keinen Vorteil gegenlber IkBa und p65ATAD alleine
hatten. Exprimiertes VP22-p65ATAD war wie p65ATAD fast exklusiv im Zellkern zu finden,
wodurch nicht gentigend cytoplasmatisches Protein flr einen Export zur Verfligung stand. Die
VP22-IkBa-Konstrukte hingegen waren tiberwiegend cytoplasmatisch lokalisiert, wiesen aber
dennoch keine transzelluléare Migration auf.
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Die Inkubation von Zellen mit ungereinigten Lysaten von 293 Zellen, die VP22-IkBa
exprimierten, fihrte zu einer effizienten und spezifischen intrazellularen Aufnahme des
rekombinanten Proteins, was die Inhibition der TNFa induzierten Aktivierung von NF-kB zur
Folge hatte. Dass VP22-IkBa nicht zum interzelluldren spread in der Lage ist, aber nach
exogener Zugabe in Zellen importiert wird, bewies, dass Export und Import von VP22-
Fusionsproteinen zwei voneinander unabhangige Prozesse sind.

Der Versuch, VP22-IkBa und VP22-p65ATAD in aufgereinigter Form zu erhalten, erwies
sich als schwierig. In verschiedenen bakteriellen Systemen konnte p65ATAD alleine im
Gegensatz zu IkBa nicht in fur eine Isolierung ausreichenden Mengen produziert werden.
VP22 oder VP22-IkBa wurden gar nicht in Bakterien synthetisiert. Abhilfe schaffte die
Reduzierung der VP22-Sequenz auf die C-terminale Hélfte (VP22A;.159) oder sogar auf die C-
terminalen 34 Aminosauren (VP22A;.,67). IkBa und AnlkBa, die N-terminal mit diesen
VP22-Varianten fusioniert worden waren, wurden sehr gut in Bakterien exprimiert und
konnten mit gutem Erfolg aufgereinigt werden. Sdmtliche Fusionskonstrukte wurden effektiv
und spezifisch nach exogener Verabreichung von Zellen internalisiert. Damit wurde erstmals
zum einen der Import von VP22A;.1se-Fusionsproteinen gezeigt und zum anderen
nachgewiesen, dass die 34 C-terminalen Aminoséuren von VP22 fiir die Transduktion durch
biologische Membranen ausreichend sind. Bis auf VP22A;.159-IkBa waren die Konstrukte
jedoch schwache NF-kB-Inhibitoren in vitro. Keines der Fusionsproteine war im Stande, nach
Aufnahme in die Zelle den Transkriptionsfaktor in vivo zu inhibieren. Die Griinde fur das
funktionelle Versagen der Proteine sind in ihrer physiko-chemischen Natur zu suchen, die
ebenfalls fir das Akkumulieren von VP22A;.150-IKBa in intrazelluldren Aggregaten verant-
wortlich gemacht werden kann.

Auch das aus den 293 Zelllysaten importierte VP22-IkBa zeigte eine Tendenz zur
intrazellularen Aggregatbildung, die allerdings im Vergleich zu VP22A;.159-IKBa weniger
stark ausgepragt war. Somit war die Menge an l6slichem, zugénglichem Protein in der Zelle
grofl3 genug, um einen potenten Hemmeffekt von NF-kB zu erzielen.

Das einzige System, das die Aufreinigung von VP22-1kBa ermdglichte, war die baculovirale
Expression in Sf-9 Insektenzellen. Hochreines VP22-IkBa wurde analog den bakteriell
exprimierten Fusionsproteinen effektiv und spezifisch in Zellen aufgenommen, war aber im
Gegensatz zu diesen gleichzeitig ein potenter Inhibitor der NF-kB-Aktivitat sowohl in vitro
als auch in vivo.

Als weitere Alternative, um IkBa mittels Proteintransduktionstechnologie in Zellen
einzuschleusen, wurde das vor kurzem beschriebene Importpeptid Pep-1 getestet. Es
vermochte zwar einen effizienten intrazelluldren Import von IkBa zu vermitteln, allerdings
konnte keine signifikante Reduzierung der NF-kB-Aktivitat detektiert werden.

Der Einsatz von IkBa zur Inhibition von NF-kB gewahrleistet gegentiber anderen bereits in
der Therapie angewandten Ansétzen, die an anderen Punkten des NF-kB-Aktivierungsweges
eingreifen, ein HochstmaR an Spezifitat. Die Erfolge, die mit aufgereinigtem, rekombinantem
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VP22-1kBa erzielt wurden, unterstreichen das Potential der Proteintransduktionstechnologie
als Strategie, die Aktivitat des Transkriptionsfaktors zu regulieren. Der limitierende Faktor fur
die Anwendung von VP22-IkBa war die geringe Ausbeute an hochreinem Protein, das grof3e
Probleme bei der Expression und Isolierung machte. Aufbauend auf den in der vorliegenden
Arbeit prasentierten Ergebnissen sollte es jedoch mdglich sein, die eingeschlagene Strategie
weiterzuentwickeln und ihre therapeutische Wirksamkeit auch in Tiermodellen unter Beweis
zu stellen.
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